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21.1. INTRODUCCION GENERAL
En las células eucariotas coexisten de manen ubicua dos sistemas citoesqueléticos:
microtúbulos y microfilamentos. Además, en la mayoría de las células de los vertebrados
y en algunos invertebrados se puede encontrar un tercer sistema, llamado de filamentos
intermedias. Este tercer sistema de filamentos intermedios (IF) difiere sustancialmente de
los otros dos en varios sentidos, el principal de los cuales tal vez sea su diversidad: tanto
los microfilamentos de actina como las proteínas que forman los microtúbulos están
codificados por familias multigénicas, pero presentan unas pocas formas muy homólogas
entre sí. Sin embargo los IF muestran tina sorprendente diversidad de proteínas, específicas
de cada tipo celular. Además, mientras que las funciones de los citoesqueletos de actina y
microtúbulos son conocidas desde hace bastante tiempo,, no ocurre así en el caso del
citoesqLíeleto de IF, donde sólo muy recientemente (¡991) han empezado a conocerse los
primeros datos sobre su utilidad.
1.1.1. Microtábulos
Los microtúbulos están formados por el ensamblaje de dos proteínas, a y ¡3 tubulina,
de unos 55 lcD cada una, formando dimeros af3 que se agrupan de forma helicoidal,
generando túbulos huecos de unos 25 nm de diámetro, con 13 subunidades por vuelta. Su
ensamblaje está asociado a la hidrólisis de GTP a GDP, y al parecer existe un equilibrio
dinámico entre la proteína polimerizada y disociada (Kirschner, 1978; Timasheff, 1979). El
ensamblaje de los microtúbulos está polarizado, y en la mayoría de los casos se realiza en
los llamados “centros organizadores”: centrosomas, centriolos del huso mitótico, cuerpos
basales y, en neuronas, la membrana nuclear. Presentan un gran número de proteínas
asociadas a ellos (Olmsted, 1986) y su función está asociada con la motilidad: movimiento
de cromosomas y croinátidas durante mitosis y meiosis (Mitchinson, 1988), progresión de
gránulos de secreción desde el aparato de Golgi a la membrana celular, flujo axoplasmático
de neuronas (Vale, 1987) y, en asociación con la dineina, formación de cilios y flagelos
(Porter y Johnson, 1989).
En mamíferos, las tubulinas están codificadas por familias multigénicas (Cowan,
1984; Sullivan, 1988), en las que la mayor parte de los elementos son pseudogenes no
funcionales. Existe una expresión diferencial de los genes de las tubulinas, lo que podría
implicar una diversidad funcional de los diferentes isotipos. No obstante, recientemente se
ha demostrado el libre intercambio de isotipos entre diferentes clases funcionales de
mícrotúbulos en células en cultivo (Lewis y cols., 1987).
1.1.2. Microfllamentos
Los microf¡lamentos, con un diámetro de 5-7 nm, están compuestos principalmente
de actina. La actina representa la proteína más abundante en la mayoría de las células
eucariotas, suponiendo entre el 5-10% y en ocasiones hasta el 25% del total del contenido
proteico celular. Existe en dos formas: globular (G-actina) y fibrilar (F-actina). El
ensamblaje de la actina, también polarizado como en el caso de los microtúbulos, precisa
de una molécula de ATP por molécula de G-actina. En mamíferos, la actina presenta al
menos seis isoformas diferentes: una en músculo esquelético, otra en músculo cardiaco, dos
3en músculo liso y dos citoplásmicas (Vandekerckhove y Weber, 1987). Las diferentes
formas de actina parecen estar codificadas por familias multigénicas, y en el caso de
humanos se han identificado 30 genes (Soriano y cols., 1982). No obstante todo esto, las
diversas isoformas presentan una homología del 90%, y las divergencias afectan a cambios
en aminoácidos sin variar la estructura de su grupo radical. Pese a la diversidad de
isoformas, su expresión específica de tejido y regulación de la expresión durante la
diferenciación muscular, in vitro las diferentes proteínas son intercambiables (Gunning y
cols., 1984).
Aunque sus funciones son diversas, su papel principal está relacionado con la
contracción, tanto en músculo liso como estriado. En células no musculares tambien
intervienen en procesos de contracción celular relacionados con el mantenimiento de la
morfología celular y el movimiento anieboide (Warrick y Spudich, 1988).
1.2. FILAMENTOS INTERMEDIOS
El sistema citoesquelético de II? recibe este nombre por presentar un diámetro entre
8 y 11 nm, intermedio entre microtúbulos y microfilamentos. La principal característica
diferencial de este grupo es que comprende una amplia familia de proteínas que se expresan
diferencialniente en los diferentes tipos celulares del organismo, variando incluso el patrón
de IP en un mismo tipo celular durante la diferenciación del mismo (Franke y cols., 1981
y 1982; Steinert y Roop, 1988). Debido a esta definida forma de expresión, los IF son
ampliamente utilizados como marcadores moleculares de diferenciación celular, siendo
además herramientas habituales en anatomía patológica, empleándose habitualmente en la
Tabla 1. Tipos de filamentos intermedios
Tipo de
secuencia
Nombre Origen Número de
polipéptidos
Peso molecular
(lcD)
Queratinas
ácidas
Epitelios 1~ís 40-60
II
¡______________
III
Queratinas
básicas
Epitelios 15 50-70
Vimentina
Desmina
GFAP
Periferina
Mesénquima
Músculo
Glia
Neuronas
periféricas
1
1
1
1
53
52
51
57
1
IV Neurofilamentos
cy-Internexina
Neuronas
Neuronas
57-150
j_66
3 60-70y Laminas ¡_Lámina nuclear
Nestina Neuroectodermo ‘1vi 240
4tipificación tumoral, pues cada tumor, según su origen y desarrollo, expresa una diferente
combinación de IF (Molí y cols., 1982; Osborn y Weber, 1989).
A partir de datos inmunológicos de reactividad con anticuerpos y según las secuencias
de DNA y proteínas de los IF, se dividió a estos en uit principio en cinco grupos (L.azarides,
1980 y 1982; Steinert y cols., 1985). Con posterioridad, el descubrimiento de nuevos tipos
de IP, así como el conocimiento de nuevos datos sobre ellos han hecho variar la
clasificación de los IF hasta quedar actualmente en la que se muestra en la tabla 1, basada
en Steinert y Roop (1988): El tipo 1 consta de queratinas ácidas. El tipo II, de queratinas
neutro-básicas. El tipo III incluye la vimentina, desmina, proteína ácida fibrilar de la gUa
(GFAP) y periferina. El tipo IV esta formado por los neurofilamentos y la a-internexina y
el tipo y por las laminas. Por último se encuentra el grupo VI, que incluye la nestina
(Lendahí y cols., 1990) que aún no ha sido asignada a ningún tipo de los anteriores.
1.2.1. Estn¿ctum de los Filamentos Intennedios
Del estudio de las secuencias de los IP se deduce que todos los miembros de esta
familia están construidos de una forma similar (Fig. 1): todos ellos tienen un dominio central
de estructura a-helicoidal formado por 311-315 za (356 en el caso de las laminas). Esta
región está altamente conservada~ además del tamaño, en lo que a su estructura secundaria
se refiere, y se encuentra flanqueada por dos regiones terminales de tamafio y composición
variable, de tal forma que las diferencias en tamailo y propiedades de las distintas
subunidades de los IP se deben principalmente a los dominios terminales variables, mientras
que el dominio central conservado es responsable de la uniformidad estructural de los IF
(Weber y Geisler, 1984 y 1985; Steinert y cols., 1985).
En todos los IF, el dominio central es de estructura a-helicoidal. Esto significa que
la estructura de estos dominios consta de sucesiones de 7 za, o héptadas, en las cuales los
residuos 1 y 4 son generalmente de naturaleza apolar (Henderson y cols., 1982; Weber y
Geisler, 1984). Esta estructura a base de repeticiones permite que los residuos apolares
aparezcan hacia el exterior de la molécula en una zona definida, y favorece el que dos de
estas hélices se asocien enfrentando sus respectivas zonas apolares, formándose una
estructura cuaternaria de forma nuevamente helicoidal que recibe el nombre de coiled-coil
(Crick, 1953; McLachlan, 1978; McLachlan y cols., 1982).
El dominio central a-helicoidal no es continuo, sino que se trata más bien de cuatro
subdominios denominados lA (35 za de longitud), lB <101 za), 2A (19 aa) y 2B <121 ea),
entre los cuales se encuentran tres cortas secuencias, denominadas espaciadores o linkers,
incapaces de formar una coiled-coil. En general, la longitud y localización de estos
espaciadores está conservada (Steinert y Roop, 1988). El espaciador LI conecla los
segmentos lA y iB, y es de estructura no helicoidal y relativamente variable en su longitud
(8-14 za). El espaciador L2 (8 za) conecta 2A y 2B y es a-helicoidal, si bien su estructura
no es en héptadas. El espaciador L12 <16-17 za), que une los segmentos lB y 2A, tiene una
secuencia de la forma (hidrofflico-apolar)4, que le permite adoptar una conformación en
lámina fi. Sin embargo, en las laminas todos los espaciadores tienen estructura a-helicoidal,
aunque mantienen la longitud común. La longitud total del dominio central conservado es
dc 45-48 nm.
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flg. 1: Estructura de los filamentos intermedios.
semejante. Los bloques LI, L12 yL2 representan
El dominio central en los tipos 1-VI es
ruptura de la estructura en alfa-hélice.
Además de estos espaciadores, todos los IF contienen una discontinuidad en el centro
del segmento 2B que rompe la regularidad de las héptadas. También se encuentran muy
conservados los residuos 8-20 en el segmento lA y los últimos 30 residuos del segmento 2B
(Crewther y cols., 1983).
Los segmentos terminales de los IP son hipervariables, aunque también se puede
encontrar en ellos algunos subdominios sin estructura definida basados en secuencias
homólogas (H), variables (V) y de carácter fuertemente básico (E), hallándose estas últimas
en los extremos C- o N- terminales. (Jorcano y cols., 1984b; Weber y (Jeisler, 1984;
Steinert y cols., 1985; Steinert y Roop, 1988). Estos subdominios de los extremos son
característicos para cada subgrupo dentro de los IP.
La homología de secuencia en los IP es de un 30-50% entre dos tipos, pero de basta
un 50-90% dentro de un tipo determinado. Una zona especialmente bien conservada es el
final de la a-hélice, donde se encuentra una secuencia TYRKLLEGE que aparece cii
prácticamente todos los filamentos intermedios (Hanukoglu y Fuchs, 1983; Jorcano y cols.,
1984a y b; Albers y Fuchs, 1987).
¡.2.2. Proteínas de la familia de los Filamentos Intennedios: Proteínas de tipo III
Esta familia está formada por la vimentina, la desmina, la proteína ácida fibrilar dc
la glia (GFAP) y la periferina.
u
6La vimentina, con un peso molecular de 53 kD, presenta un complejo patrón de
expresión. Se encuentra principalmente en células de origen mesenquimal (endotelio
vascular, fibroblastos, etc.). También se encuentra de forma transitoria en gran variedad de
tipos celulares antes de que sean irreversiblemente determinados hacia un fenotipo totalmente
diferenciado, y en algunos de estos casos se coexpresa con los IP característicos del tipo
celular maduro. Igualmente aparece en gran número de lineas celulares en cultivo,
independientemente de su origen embrionario (Lazarides, 1982; Traub, 1983). Cuando se
coexpresa con otros IF, la vimentina puede copolimerizar con ellos en el mismo filamento,
como con la desmina (Quinían y Franke, 1982), el GFAP (Quinlan y Franke, 1983) y los
neurofilamentos (Monteiro y Cleveland, 1989), o bien formar filamentos separados en una
misma célula, como sucede cuando se coexpresa con queratinas (McCormick y cols., 1991).
Al igual que para los demAs IP, la función de la vimentina es desconocida, aunque
se supone que debe tener algún papel en la resistencia mecánica de los tejidos que la
expresan, pues los filamentos de vi mentina son capaces de resistir tensiones capaces incluso
de romper la actina (Janmey y cols., 1991).
En los últimos afios se han realizado descubrimientos que permiten sospechar que la
carencia de esta proteína conduce a la formación de tumores. Así, se ha visto que la
transfección con un cDNA de vimentina es capaz de revertir un fenotipo transformado
(Eiden y cols., 1991). Igualmente, la adición de cAMP a células CHO transformadas
provoca la fosforilación y polimerización de la vimentina como paso previo a la reversión
del fenotipo transformado (Chan y cols., 1989), todo lo cual sugiere que la integridad del
citoesqueleto de vimentina es necesaria para el no desarrollo de transformación celular. Sin
embargo, estos datos deben ser tomados con precaución, puesto que existen otros muchos
tumores que expresan vimentina.
El gen de la vimentina es de copia única (Quax y cols., 1983; 1984a; 1984b).
La desmina (53 kD) está también codificada por un gen de copia única (Quax y cols.,
1984a y 1984b; Capetanaid y cols., 1984). Su expresión está prácticamente restringida a
células musculares (Debus y cols., 1983) y se inicia en el momento en que las células
miogénicas abandonan el ciclo celular, en un estadio temprano de la miofibrillogénesis
(Pischman, 1986). Conforme se desarrollan las células musculares la expresión de la
desmina se intensifica, pero su localización se restringe a la parte exterior de los discos 2,
tanto en músculo esquelético como cardiaco. También se puede encontrar en las regiones
de contacto celular y en la zona interfibrilar de las células musculares adultas (Ip, 1988).
La función de la desmina no está clara: Schultheiss y cols. (1991) han observado que
la transfección de una versión truncada de la desmina desorganiza por completo la red de
filamentos de vimentina de los mioblastos y las redes de desmina y vimentina de los
miotubos, aunque no parece afectar para nada la formación y contracción de las miofibrillas.
La proteína ácida fibrilar de la glia (GFAP), de 51 kD, se encuentra presente de
forma abundante en los astrocitos del sistema nervioso central. Los precursores de estos
astrocitos sintetizan vimentina, cambiando a GFAP cerca del nacimiento (Bovolenta y cols.,
1984). La GFAP parece estar implicada en la emisión por los astrocitos de prolongaciones
7citoplásmicas inducidas por contacto con las neuronas (Weinstein y cols.,1991).
La periferina es el último IP del tipo III. Se expresa de manera específica en ciertas
poblaciones de neuronas, principalmente periféricas. Su característica más peculiar es que,
al menos en ratón, un único gen sufre splicing alternativo para resultar en al menos 3
proteínas dc 56, 58 y 61 kD (Landon y cols., 1989).
1.2.3. Proteínas de tipo IV
Este grupo, de expresión restringida a neuronas, engloba los tres neurofilamentos:
NF-L (60 kD), NF-M (160 kD) y NF-H (200 kD). Las diferencias de tamafio son debidas
principalmente a los extremos carboxiterminales. Existe una diferencia temporal en su
expresión durante el desarrollo: NF-L y NF-M comienzan a ser expresados en el feto,
mientras que el NF-II no se expresa de forma apreciable hasta el periodo postnatal (Julien
y cols., 1986). Las tres proteínas participan en la formación del filamento, aunque el NF-L
es capaz por si solo de formar un IP. Al parecer, NF-L forma la estructura central, mientras
que los otros dos se encuentran insertados en ella, sobresaliendo los largos extremos
carboxiterminales. Estos extremos, además, se encuentran altamente fosforilados (Julien y
Mushynski, 1983), y permiten la interacción con otras estructuras celulares (Hisanaga y
Hirokawa, 1988). Al parecer, el NF-H está implicado en la formación de puentes inter-
filamentosos (Hirokawa y cols., 1984). La sobreexpresión de NP-L en ratones transgénicos
tiene como resultado la acumulación de esta proteína en diversos tipos celulares (músculo,
riñón), sin aparente efecto. En neuronas periféricas, la sobreexpresión ni siquiera produce
un aumento del calibre del axón (Monteiro y cols., 1990).
En este grupo se suele incluir también la a-internexina (66 kD), llamada así por su
facilidad para asociarse in vitro con otros filamentos intermedios, concretamente vimentina,
GFAIP y N?F-L, mientras que no lo hace con NF-H. Esta proteína se expresa en neuronas,
aumentando cuando NF-L disminuye, y viceversa, lo que sugiere que a-internexuna y NF-L
tienen funciones diferentes durante el desarrollo (Fliegner y cols., 1990). La estructura de
su gen es similar a la de los neurofilamentos (Ching y Liem, 1991).
1.2.4. Proteínas de tipo y
En este grupo se incluyen las proteínas del nucícoesqueleto o laminas (Franke, 1987).
Forman parte de la lámina nuclear, una densa capa proteica inmediatamente subyacente a
la membrana nuclear interna en el núcleo interfásico. Las laminas parecen estar presentes
en todos los organismos eucariotas (Dóring y Stick, 1990). Se pueden clasificar en laminas
de tipo A, ácidas y B, neutras. Las de tipo B aparentan ser de expresión constitutiva,
mientras que las de tipo A tienen una expresión altamente regulada durante el desarrollo y
la diferenciación (Nigg, 1989; Róber y cols, 1989). En mitosis, durante la metafase, las
laminas son fosforiladas en residuos concretos y se despolimerizan, quedando las laminas
de tipo B asociadas a vesículas nucleares, mientras que las laminas de tipo A permanecen
en forma soluble (Gerace y Blobel, 1980; Burke y (3erace, 1986). Esta fosforilación se
realiza en zonas cercanas a la a-hélice y está mediada, al igual que en la vimentina <Chou
y cols., 1990), por la proteína inductora de mitosis p34~~ que en conjunción con la ciclina
8B es responsable de la inducción de mitosis (Ward y Kirschner, 1990; Heald y McKeon,
1990; Peter y cols., 1990; Heitlinger y cols., 1991). En mamíferos y aves se han
identificado tres proteínas mayoritarias, llamadas laminas A, B y C (también llamada B2, por
pertenecer al tipo B), aunque se sospecha que deben existir más. En anfibios, se han descrito
al menos cinco, y una o dos en algunos invertebrados (Krohne y Benavente, 1986; Verbeijen
y cols., 1988). Sus pesos moleculares son similares (entre 60 y 80 kD), pero pueden diferir
mucho en sus pI. Son proteínas bastante conservadas en todas las especies animales
estudiadas, y ciertos tinos celulares parecen expresar un patrón especifico de laminas.
Característica diferencial de las laminas con respecto al resto de los IFs es que debido
a una inserción, la a-hélice central tiene una longitud de 360 ea, en vez de los 310
habituales. Por lo demás, la estructura de las proteínas es similar. La diferencia de tamaño
entre las distintas laminas se debe a los largos extremos C-terminales (McKeon y cois.,
1986; Fisher y cols., 1986). En estos extremos existe una señal de transporte al núcleo
(Loewinger y McKeon, 1988), que es reconocida por un receptor especifico de la envoltura
nuclear (Worman y cols., 1988 y 1990). También en estos extremos existen cisteinas que
les permiten unirse covalentemente. Una de estas cisteinas se encuentra en una secuencia
CSIM implicada en la unión a membrana, de forma similar a las secuencias CaaX de las
proteínas p2l (Holtz y cols., 1989) y, al igual que en p2P”, esta cisteina es necesaria para
la modificación de la proteína y unión a la membrana (Votburrr y gola., 1939), En los
extremos N-terminales se encuentra una secuencia consenso de fosforilación para p
34~
(Peter y cols., 1990).
Las laminas B parecen ser responsables de la unión de la lámina nuclear a la
membrana nuclear interna. Son las primeras en expresarse, y forman la estructura a la que
despues se unen las otras laminas. También constituyen un sitio de unión para el
citoesqueleto citoplásmico de IP (Georgatos y Blobel, 1987; Capco y cols., 1982; Carmo-
Fonseca y cols., 1987), unión que se efectúa probablemente por mediación de la plectina
(Foisner y cols., 1991).
Al contrario que la B, la lamina A se une a la cromatina interfásica (Yuan y cols.,
1991) y a los cromosomas metafásicos (Burke, 1990; Glass y Gerace, 1990), lo que sugiere
una función en la organización de la cromatina. Diffley y Stillman (1989) han propuesto,
basándose en una fuerte homología de secuencia entre ciertas zonas de las laminas y
determinados factores de transcripeión, que estos dos tipos de proteínas pueden interaccionar
entre si para actuar sobre el DNA.
1.2.5. Proteínas de tipo VI
En esta familia se encuentra exclusivamente la nestina (Lendahí y cols., 1990),
proteína expresada de forma específica en células madre (sien) del sistema nervioso central
(neuroectodermo) durante la embriogénesis, donde coexiste con la vimentina. Tras la
diferenciación terminal, la expresión de la nestina cesa. También se expresa, en bajos
niveles, en el músculo esquelético durante el desarrollo.
91.2.6. Origen de los Filamentos Intennedios.
Se han identificado en invertebrados algunas proteínas del tipo de los filamentos
intermedios. Los datos de que se dispone en anélidos, nemátodos y moluscos indican que
en ellos la complejidad es mucho menor, existiendo sólo dos prototipos de IP: uno neuronal
y uno no neuronal. En general, dentro del tipo no neuronal se encuentran dos proteínas <A
y B), capaces de formar homo- o heteropolimeros. En el caracol HeIlx pomatia estas dos
proteínas se originan a partir de dos mRNAs procedentes de un único gen y procesados de
forma diferencial, teniendo el filamento A el extremo carboxiterminal más largo que el
filamento B (Weber y cols., 1988).
Los IP de invertebrados tienen dos rasgos en común con las laminas nucleares y que
no se encuentran en los IF citoplásmicos de vertebrados: El dominio central con 42 aa (6
héptadas) adicionales en la hélice lB y una zona de alta homología de secuencia en el
extremo carboxi-terminal (Weber y cols., 1988, 1989). Igualmente, la estructura de los
intrones del gen de IP no neuronal de Heli.x pomosia es similar a la de los IP de tipo III
(Dodemont y cols., 1990). A partir de estos datos y otros, se ha propuesto que los IP
derivan de un precursor similar a las laminas, que posteriormente perdió la seflal de
localización nuclear (que fue sustituida por un intrón) y el motivo CaaX de unión a
membrana, con lo cual los filamentos resultantes quedaban liberados de la obligación de
ensamblarse en el núcleo (Dodemont y cols., 1990; Dóring y Stick, 1990). A partir de ahí,
las diferentes proteínas que componen los IP evolucionaron probablemente por combinación
del dominio central conservado con diferentes dominios carboxiterminales (Dóring y Stick,
1990).
En plantas se han encontrado también proteínas similares a IP, pero al parecer no se
distribuyen en filamentos, sino o bien de forma fibrosa, o de forma asociada a los
microtúbulos (Goodbody y cols., 1989). Se ha identificado también una proteína similar a
la queratina 8 (Ross y cols., 1991).
1.3. PROTEINAS DEL TIPO 1 Y II: QUERATINAS.
Las familias 1 y II comprenden las queratinas, responsables de la formación de los
IP de células epiteliales. En ocasiones se da este nombre también a los filamentos de
queratinas de escamas y plumas, cuyo nombre conecto es fi-queratinas. Con un tamaño de
3 nm, estas fi-queratinas están compuestas por proteínas de 10-20 kD y representan una
familia de genes eliminada en la evolución de los mamíferos (Frazer y cols., 1972). Sin
embargo, si se incluyen en este grupo de queratinas epiteliales las diez a-queratinas (cinco
de tipo 1 y cinco de tipo II) características del pelo, expresadas únicamente en los tricocitos
de los folículos pilosos, uñas y algunas papilas linguales, y cuyas propiedades son
ligeramente diferentes a las del resto de la familia, particularmente en la existencia de
numerosos residuos de cisteina (Heid y cols., 1986 y 1988a y b).
1.3.1. Expresión y estructura.
Las queratinas se han encontrado en los citoplasmas de la casi totalidad de las células
epiteliales. En humanos, se han caracterizado por ahora 20 proteínas epiteliales (Molí y
lo
cols., 1982; Steinert y cols., 1985 y 1988; Molí y cols., 1990)
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1987), es decir, que para la elaboración de un filamento de queratinas hacen falta cantidades
equimolares de los tipos 1 y II. La formación del filamento es un proceso que no requiere
fuentes de energía ni otros factores. In vta-o, bajo determinadas condiciones iónicas, el
filamento se forma espontáneamente (Hatzfeld y Franke, 1985). La figura 3 esquematiza el
ensamblaje del filamento. El primer paso implica la formación de un dímero de dos
moléculas por interacción de los dominios centrales a-helicoidales de éstas. En el caso de
las queratinas, los filamentos se forman a partir de heterodímeros compuestos de una
molécula de cada tipo, alineadas en paralelo (Crewther y cols., 1983; Coulombe y Fuchs,
1990; Matzfeld y Weber, 1990; Steinert, 1990). El tetrámero se forma a partir de dos
dímeros situados de forma antiparalela (Geisler y cols., 1985), y a partir de aquí los
tetrámeros se asocian para formar los filamcntos de 8 nm, que constan de 32 moléculas por
sección (Weber y Geisler, 1984; Stcinert y cols., 1985; Eichner y cols., 1986). Se ha
propuesto que el filamento comienzaa formarse junto a la membrana nuclear, extendiéndose
hacia la periferia celular, aunque los tetrámeros se pueden unir al filamento en cualquier
parte de éste (Albers y Fuchs, 1989; Miller y cols, 1991; para una revisión sobre el tema
ver Coulombe y Fuchs, 1990 6 Steinert y Liem, 1990).
El IP de 8-II nm está compuesto por los dominios centrales entrelazados, mientras
que los extremos amino- y carboxi-terminales sobresalen de él, siendo demasiado pequeños
para resultar en general visibles en microscopia electrónica (Steinert y Roop, 1988). El
extremo carboxi-terminal no parece estar implicado en la formación del filamento, pues la
queratina 19, que carece de él, es capaz de formar filamentos con normalidad, aunque tal
vez este dominio C-terminal esté implicado en la interacción con otros componentes
celulares (Bader y cols., 1986, Bader y cols., 1991). Sin embargo, el dominio central,
particularmente la secuencia consenso TYRKLLEGE, y el extremo amino-terminal si
parecen importantes: su carencia impide la formación de filamentos, tanto en queratinas
(Albers y Fuchs, 1987 y 1989; Hatzfeld y cols., 1987; Magin y cols., 1987; Coulombe y
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resistentes, mucho más que
los formados por los demás tipos de IF (Franke y cols., 1983; Coulombe y Fuchs, 1990).
Las queratinas son proteínas muy estables, como demuestra el hecho de que, pese a ser
proteínas mayoritarias en las células (hasta un 40% de la proteína tota] en queratinocitos en
cultivo), la cantidad de mRNA que se puede encontrar es relativamente pequeña (Stellmach
y Fuchs, 1989).
La expresión de las queratinas es un proceso altamente regulado. Así, cada tipo
celular epitelial expresa una combinación específica de queratinas, de tal forma que es
posible identificar el origen de una célula epitelial según el patrón de queratinas que presente
(Molí y cols., 1982; Eichner y cols., 1984; Quinlan y cols., 1985). Igualmente, a lo largo
del desarrollo una misma célula puede expresar diversas combinaciones de queratinas
(Franke y cois., 1982). A partir de datos de expresión diferencial, Sun y cols. (1984)
construyeron un modelo en el cual determinados pares de queratinas son específicos de
diferentes rutas o tipos de diferenciación epitelial. Según este modelo cuanto más complejo
sea un epitelio mayores son los tamaños de los pares de queratinas que expresa
predominantemente, existiendo siempre una diferencia de = 8 kD entre la queratina de tipo
U y la de tipo 1 (para una relación del tamaño de cada queratina, véase la fig. 3). Así, de
menor a mayor tamaño, las queratinas 8 y 18 son características de los epitelios simples. Las
queratinas 7 y 17 se encuentran también en epitelios simples, además de en ciertas glándulas
derivadas de epidermis. Las siguientes en tamaño, K6 y K16, son típicas de algunos epitelios
estratificados y de epidermis sometida a hiperproliferación. Las K5 y K14 se expresan en
la capa basal de la epidermis, y el par constituido por las queratinas K4 y K13 es
mayoritario en los epitelios estratificados no queratinizados de los órganos internos (como
por ejemplo, lengua y esófago), mientras que las queratinas K3 y K12 son específicas de
córnea. Finalmente, las queratinas de mayor tamaño (1, 2, 9 y 10) son típicas de las capas
suprabasales de epidermis queratinizada (todos estos datos se encuentran detalladamente
expuestos en Molí y cols., 1982, Sun y cols., 1984 y 1985). Se conocen, además, algunas
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raras excepciones en las que queratinas típicas de epitelio simple se expresan en células no
epiteliales, como por ejemplo en células de endotelio microvascular y otras células de origen
mesodérmico (Wu y cols., 1982; Kim y cols, 1987; Patton y cols., 1990).
1.3.2. Función.
En cuanto a la función de las queratinas, es por ahora en su mayor parte
desconocida. El citoesqueleto de queratinas se extiende desde la membrana nuclear hasta la
plasmática, donde interacciona con los desmosomas (Denk y cols., 1985; Franke y cois.,
1987), al parecer con la desmoplaquina (Stappenbeck y Green, 1992). Se ha propuesto que
tal distribución puede tener importancia en la transmisión de información entre la membrana
celular y el núcleo, con posibles implicaciones en el control de la expresión génica. En este
contexto, recientemente ha sido descubierto que la integrina 43. forma parte del complejo
hemidesmosómico asociado a la membrana basal (Stepp y cols., 1990; Jones y cols., 1991)
y es posible por tanto que esté asociada con los IF de queratinas de las células epiteliales.
Las integrinas son receptores trans-membrana que intercambian señales entre la matriz
extracelular y el interior celular. Normalmente están asociadas al citoesqueleto de actina y
actúan recibiendo sefiales externas y traduciéndolas en otras que afectan la organización
citoesquelética, forma y motilidad celular. En el sentido contrario, cambios intracelulares
puodcn modificar la nfinid4d de la, Inteurlnaa por ciertos ligandns. Quaranta y Sanen (1991)
han revisado la relación entre integrinas y citoesqueleto de IP.
La existencia de queratinas en todos los vertebrados estudiados hasta ahora y la
conservación de sus secuencias entre especies sugiere una importante función para estas
proteínas. Del mismo modo, la delicadamente regulada expresión de las queratinas en pares
característicos en cada célula epitelial hace pensar que las diferentes proteínas son
responsables de procesos específicos de cada tipo celular. Sin embargo, los datos de que se
dispone se contradicen con estas suposiciones. In virro, la combinación equimolar de
cualesquiera proteínas de tipo 1 y 11 en las adecuadas condiciones conduce a la formación
de filamentos, incluso entre queratinas de distintas especies, aunque la fuerza de interacción
varía según el par. Este fenómeno ha recibido el nombre de promiscuidad (Hatzfeld y
Franke, 1985). Iii vivo, la microinyección o transfección de mRNAs de epidermis en lineas
celulares epiteliales de la misma o distinta especie (que expresan las queratinas típicas de
epitelio simple KB y Kl 8) no parece producir ningún efecto. Las queratinas epidérmicas se
integran en el citoesqueleto endógeno y las células crecen con normalidad (Franke y cols.,
1984b; Giudice y Fuchs, 1987). Lo mismo sucede cuando se inyectan estos mRNA en
células no epiteliales (Kreis y cols., 1983). Estos datos sugieren que tal vez la función de
las queratinas deba ejercerse al nivel del organismo completo, o al menos en un nivel
superior al celular.
Para determinar la función de las queratinas, se han realizado algunos experimentos
en los que se han eliminado o sustituido los genes de ciertas queratinas en un organismo.
La sobreexpresión de formas mutadas de la Kl 8 de ratón en células de carcinoma embrional
(EC) impide la aparición del endodermo visceral, comprometiendo el desarrollo del cuerpo
embrionario (Trevor, 1990). Sin embargo, la eliminación de ambos alelos de la K8 en
células stem (ES) de ratón no tiene ninguna consecuencia y permite la normal formación de
la capa del endodermo visceral y la formación del cuerpo embrionario (Baribault y Oshima,
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1991), aunque la eliminación de ambos alelos de la K8 en ratones transgénicos es letal en
un momento cercano a la implatación (Haribault y Oshima, no publicado), lo que podría
indicar que la función de las queratinas se lleva a cabo a partir de un cierto estado de
desarrollo, siendo tal vez prescindibles en estadios embrionarios más tempranos.
Sin embargo, la utilidad del citoesqueleto de filamentos intermedios está fuera de
toda duda: muy recientemente se han establecido las primeras relaciones entre queratinas
mutantes y enfermedad: ratones transgénicos que expresan diversas formas truncadas de la
queratina K14 tienen el citoesqueleto de IF de la capa basal de la epidermis perturbado en
diversos grados y poseen fenotipos similares a los de varias formas del conjunto de
patologías denominadas epidermolisis ampollosa simple, EBS (Vassar y cols., 1991;
Coulombe y cols., 199 Ib). Estudios genéticos han demostrado que mutaciones en diversos
residuos de la K5 y K14 son la causa de casos hereditarios de EBS (Bonifas y cols., 1991;
Lane y cols., 1992). Una de estas mutaciones se da en la secuencia TYRKLLEGE del final
dc la ci-hélice, conservada en todas las queratinas (Lane y cols., 1992). Igualmente, se ha
detectado que una cierta forma de la EBS se debe a mutaciones puntuales que afectan a un
determinado aminoácido de la primera parte de la alfa-hélice de la K14 (Coulombe y cols.,
199 la). Este residuo (Arg-125) está altamente conservado no sólo en las queratinas, sino en
todos los IF. Mutaciones en este aminoácido en la lamina A afectan seriamente a la
formación do la lámina nuclear (ilcald y McKeon, 1990).
Estos datos sugieren que las queratinas están directamente implicadas en la resistencia
mecánica de la epidermis. Los individuos afectados por distintas formas de EBS tienen una
piel macroscópicamente normal, aunque su citoesqueleto de queratinas esté desorganizado
en la capa basal y la forma de estas células sea distinta. El fenotipo de la EBS, causado por
la lisis de las células afectadas, sólo se manifiesta de forma post-traumática (Coulombe y
cols., 1991b), lo que indicaría que las células que poseen queratinas defectuosas son capaces
de subsistir de forma satisfactoria en condiciones de ausencia de estrés, sin descartar que
otras mutaciones más fuertes sean letales.
1.3.3. Expresión de queratinas en epidennis. La queratina K6.
La epidermis es un epitelio estratificado escamoso que consta de varias capas
celulares, de las cuales sólo la capa basal tiene capacidad para proliferar. Se desconocen las
causas que hacen que las células de esta capa cesen de dividirse y comiencen a diferenciarse
terminalmente, sufriendo una serie de cambios morfológicos y bioquímicos que culminan
en su transformación en escamas planas sin núcleo, que se desprenden de la superficie y son
continuamente reemplazadas por nuevas células basales en proceso de diferenciación.
Las células basales de la epidermis se encuentran en un equilibrio entre crecimiento
y diferenciación. Se conocen una serie de factores que están implicados en uno u otro. Entre
los que estimulan el crecimiento (y por tanto impiden la diferenciación) se encuentran el
EGF, el TGF-a, el ácido retinoico a concentraciones bajas, las interleukinas IL-6 y IL-la
y el factor de crecimiento de queratinocitos (revisado en Fuchs, 1990). Entre las sustancias
que permiten la diferenciación (es decir, las que inhiben el crecimiento o proliferación) se
encuentran los TGF-fl (Bascom y cols., 1989). Estos TGF-fl son inducidos en piel tratada
con TPA (Akhurst y cols., 1988) o calcio (Glick y cols., 1990), conocidos inductores de
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queratinización epidérmica. Curiosamente el TPA también induce la expresión de TGF-a
(Pittelkow y cols., 1989), lo que explica el hecho de que el TPA sea capaz de promover el
crecimiento e inducir diferenciación simultáneamente en epidermis.
Las células basales presentan un citoesqueleto de IF formado por sólo dos queratinas:
1(5 y 1(14, en relación 1:1 (Nelson y Sun, 1983; Molí y cols., 1982). Conforme los
queratinocitos van pasando a las capas superiores (estrato espinoso), estas células, sin
capacidad de sufrir mitosispero metabólicamente activas, cesan en la expresión de 1(5 y 1<14
y comienzan a producir grandes cantidades de Kl y 1(10, a lo cual dedican la mayor parte
de la maquinaria traduccional (Fuchs y Groen, 1980; Tyner y Fuchs, 1986). Además,
producen otras proteínas, como la involucrina (Eckert y Oreen, 1986). La capa granular es
la inmediatamente superior. En esta capa ya no se sintetizan queratinas, sino otras
moléculas, como la transglutaminasa epidérmica, responsable de la cornificación, sus
sustratos involucrina y loncrina (Mehrel y cois., 1990>, y la filagrina, que interacciona con
los II’ para producir macrofibrillas (Dale y cols., 1978; Rice y Oreen, 1979). Las estructuras
fibrilares resultantes son altamente resistentes y capaces de soportar la degradación
enzimática que tiene lugar al pasar al estrato córneo, donde las queratinas son fuertemente
modificadas (sobre todo la 1(1) y el resto del contenido celular destruido, resultando una
armadura córnea que protege al cuerpo del medio externo (Bowden y cols., 1984; Roop y
cols., 1984; Steinert, 1988).
En epidermis sometidaa cicatrización o afectada por diversas enfermedades asociadas
con hiperproliferación (incluyendo neoplasias>, aparece un nuevo par de queratinas: 1(6 y
1(16 (Molí y cols., 1982; Weiss y cols. 1984; Mansbridge y Knapp, 1987). En ratón no
parece haber K16, ocupando la 1(17 su lugar (Schweizer, 1992). Estas queratinas aparecen
también de forma natural en áreas hiperproliferativas de la epidermis, como la planta del
pie, donde se coexpresan con la 1(9 (Knapp y cols., 1986), y en la vaina radicular externa
de los folículos pilosos (Molí y cols., 1982; Rentrop y cols., 1986; Stark y cols., 1987). En
vaca, se expresan en la almohadilla de la pata y en el hocico (Schiller y cols., 1982;
Blessing y cols., 1987). Al igual que la Kl y 1(10, se expresan en las capas suprabasales de
la piel (Fisher y cols., 1987; Knapp y cols., 1987). Además de esta expresión inducible en
epidermis, estas queratinas se expresan de forma constitutiva en otros epitelios estratificados,
corno son esófago, lengua y epitelio anal (Molí y cols., 1982).
La 1(6 y K16 son inducibles in vivo: múltiples estímulos, como el tratamiento con
TPA, ácido retinoico o la simple cicatrización provocan la expresión de estas queratinas
(Tyner y Fuchs, 1986; Roop y cols., 1991).
Las queratinas K6 y 1(16/17 son características, además de epidermis
hiperproliferativas, de células epidérmicas cultivadas (Weiss y cols., 1984). En general, una
célula epidérmica en cultivo in vúro presenta las queratinas 1(5, 1(14 (características de la
capa basal proliferativa), 1(6 y 1(16/17. Estas queratinas 1(6 y 1(16/17 se expresan en todas
las líneas epidérmicas en cultivo, y en algunas epiteliales no epidérmicas (como la línea
derivada de epitelio de glándula mamaria bovina BMGE±H,Schmid y cols., 1983). Estas
queratinas parecen sintetizarse en células epidérmicas in vitro también en las capas
suprabasales (Kopan y Fuchs, 1989). Estos datos se ven apoyados por el hecho de que
cultivos mantenidos en baja concentración de calcio (condiciones que favorecen la
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proliferación, mejor que la diferenciación) incrementan espectacularmente la expresión de
1(6 y 1(16/17 al ser pasados a alto calcio, en donde se favorece la diferenciación (Hennings
y cols., 1980; Yuspa y cois., 1989). La 1(6 se encuentra casi exclusivamente en las células
diferenciadas, equivalentes a las suprabasales (Sutter y cols., 1991). La inducción de estas
queratinas es muy rápida, del orden de unas horas tras el estimulo (Tyner y Fuchs, 1986).
1.3.4. Genes
La estructura de los genes de los IP, representada en la figura 4, es bastante similar
en todos los IF. Salvo en el caso de los neurofilamentos y a-internexina, cuyos intrones
poseen una localización única (Monteiro y Cleveland, 1989; Ching y Liem, 1991), en los
demás genes el número y la posición de los intrones están más o menos conservados (sobre
todo en la zona de la hélice-a), variando únicamente su tamaño (Lehnert y cols., 1984). Los
intrones se suelen localizar en los puntos en que se interrumpe la secuencia de hélice-a:
fronteras de los dominios estructurales y espaciadores (Lehnert y cols., 1984; Rieger y cols.,
1985). En las queratinas de tipo II (básicas) hay 8 intrones, y siete en las ácidas de tipo 1,
más pequeñas. Es de destacar que el primero de estos intrones es especifico de las dos
subfamilias de queratinas, no dándose en ningún otro tipo de IP (Bader y cols.,1986;
Dodemont y cols., 1990; Krauss y Franke, 1990).
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Y 31 y 31 Y 3’ ~ V virnentina
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11 y y 31 31 VV 9 GFAP
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Ñg. 4. Estructura de los genes de los ¡F, indicando la posición de los ¡turones. La
caja rayada en el segmento Ib indica las seis héptadas extras típicas de laminas e
invertebrados. Los triángulos rellenos indican los inhrones derivados de los IF de
invertebrados.
Las secuencias de los genes de queratinas, al igual que los demás IF, están
extraordinariamente conservadas entre diferentes especies, habiendo aproximadamente un
90% de homología entre genes equivalentes en el dominio central (Stasiak y cols., 1989;
Sémat y cols., 1988). Sin embargo, debido a que cada especie posee tejidos de distintas
características, hay excepciones a esta norma. Así, aunque las queratinas humanas y bovinas
están altamente conservadas (Schiller y cols., 1982), existen algunas diferencias, siendo una
de ellas la existencia de queratinas especificas bovinas, sin contrapartida en humanos, como
por ejemplo la KIa, expresada en el hocico de la vaca, que es diferente a la Kl humana.
Estas diferencias han sido revisadas por Cooper y Sun (1986).
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Los genes de las queratinas parecen hallarse ligados en grupos. En todos los casos
conocidos hasta ahora los genes ligados pertenecen al mismo tipo y por ahora no hay
pruebas fehacientes de que este agrupamiento esté relacionado de algún modo con la
expresión específica de las queratinas, por lo que probablemente sea solamente el resultado
de numerosas duplicaciones ocurridas en la historia evolutiva de las queratinas. En general,
en humanos los genes de las queratinas de tipo 11(1(1 y 1(4) se encuentran en el cromosoma
12 y los de tipo 1 (KIO, 1(14, 1(15, 1(16 y 1(19) en ambos brazos del cromosoma 17, (para
un resumen ver Waseem y cols., 1990a y b). En este cromosoma 17 se han identificado dos
cúmulos de genes. Uno de ellos contiene 3 genes para la 1(14, de los cuales sólo uno es
activo, y el otro dos genes para la 1(16, que pese a ser altamente homólogos (94%) sólo uno
de ellos es funcional (RayChaudhury y cols., 1986; Rosenberg y cols., 1988).
Interesantemente, KW es la queratina que se coexpresacon 1(6 en estados hiperproliferativos
(Weiss y cols., 1984).
Los genes de queratinas también parecen encontrarse agrupados en otros mamíferos:
en oveja se han encontrado dos cúmulos separados, uno de queratinas del tipo 1 y otro del
tipo 11. Dentro de cada cúmulo, la orientación de los genes varia (Powell y cols., 1986). En
ratón y en vaca también se han identificado dos grupos. En bovinos, una de estas
agrupaciones incluye los genes de la 1(6* y 1(5 (Blessing y cols., 1987).
Al parecer, la mayoría de las queratinas están codificadas por un único gen, con
algunas excepciones. Para la K6 se han descrito dos genes diferentes, tanto en humanos
(Tyner y cols., 1985) como en vaca (Jorcano y cols., 1984a; Blessing y cols., 1987). Estos
dos genes son, dentro de cada especie, prácticamente idénticos en las zonas secuenciadas.
En el caso de la 1(5 dos grupos independientes han aislado genes para esta queratina que
difieren ligeramente entre ellos (Eckert y Rorke, 1988; Lersch y cols., 1989), lo cual junto
con otras pruebas de comportamiento electroforético sugiere que se trata de dos alelos
codominantes (Wild y Mischke, 1986). Algo similar parece suceder en el caso de la 1(10
(Rieger y Franke, 1988; Zhou y cols., 1988).
No es rara la presencia de genes inactivos o pseudogenes: Savtchenko y cols. (1990)
afirman que se pueden encontrar varias dLlplicaciones inactivas de cúmulos de genes de
queratinas. Se conoce también pseudogenes para la queratina 1(8, tanto humana como su
equivalente murino (Vasseur y cols., 1985; Waseem y cols., 1990a). La 1(18, expresada en
epitelios simples y determinados estadios embrionarios, también tiene varias copias: 5 en
ratón y 20 en humanos (Trevor y Oshima, 1985). Al igual que en humanos, todos los
primates estudiados hasta ahora tienen un alto número de copias para este gen, mientras que
los demás animales sólo tienen unas pocas (Oshima y cols., 1988), lo cual sugiere que la
duplicacion de este gen en un paso temprano de la evolución de los primates. Sin embargo,
sólo uno de estos genes se expresa, tanto en ratón (Oshima y cols., 1988) como en humanos
(Kulesh y Oshima, 1988), siendo los demás pseudogenes.
El hecho de que la queratina 1(18 se encuentre situada junto con la 1(8 en el
cromosoma 12 humano, al contrario de las demás queratinas de tipo 1 (Waseem y cols.,
1990a y b) y el que estas queratinas típicas de epitelio simple sean las primeras que se
expresen en la embriogénesis (Jackson y cols., 1980) sugiere que de ellas se derivaron las
demás queratinas. Esta hipótesis es corroborada por el análisis de su secuencia
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(Blumemberg, 1988) y la diferente regulación de su expresión (ver más adelante).
1.3.5. Expresión de los genes de queratinas.
Las aproximadamente20 queratinas existentes en los mamíferos se expresan de forma
diferencial en los epitelios corporales. Esta expresión específica, al igual que la necesidad
de coexpresión de queratinas de ambos tipos, sugiere unos delicados mecanismos de
regulación y convierte a este sistema en un atractivo modelo para estudiar la regulación de
la transcripción.
La mayoría de los datos referentes a la expresión de los genes de los IP sugiere que
ésta se regula a nivel transcripcional, aunque algunos autores han informado de que la
regulación puede ocurrir al nivel de la traducción (Winter y Scbweizer, 1983; Tyner y
Fuchs, 1986). Sin embargo, los datos de estos autores no parecen concordar con los
publicados por otros grupos. Particularmente, en uno de ellos (ryner y Fuchs, 1986), se
sugiere que el gen de la 1(6 humana se expresa de forma constitutiva en epidermis normal,
pero sólo se traduce en respuesta a un estimulo hiperproliferativo, como por ejemplo una
herida. En ratón, al menos, no se ha encontrado nada parecido (Steinert y Roop, 1988).
Se conocen las secuencias de DNA de las zonas en 5’ de algunos genes de IF,
bastantes de ellos queratinas. Sin embargo, no se conoce aún de forma general cuales son
los diversos factores de transcripción implicados en la expresión de estos genes, ni si existen
factores específicos para cada queratina o por el contrario cada queratina precisa de una
diferente combinación de factores de transcripción para ser expresada. Se sabe que varios
de estos genes son afectados por diversos estímulos ambientales (una herida induce la
expresión de las queratinas 1(6 y 1(16 en la zona afectada). Igualmente se conoce que ácido
retinoico, calcio y sustancias promotoras tumorales pueden regular la expresión de algunos
genes. Sin embargo, aún se desconoce cómo actúan estas sustancias sobre los promotores
de los genes. En los últimos años se ha comenzado a estudiar con mayor o menor
profundidad un cierto número de promotores de genes de queratinas y otros IF.
Zopí y cols. (1990) secuenciaron 1 kb del promotor del gen del NF-L de pollo y
encontraron cuatro secuencias de unión al factor SP 1, aunque esta unión no ha sido
demostrada. Igualmente acotaron por ensayos de CAT un fragmento de 140 ph responsable
de la inducción tardía por NGF. Nakahira y cols. (1990) han acotado un fragmento de 300
pb con actividad promotora en el gen del NF-L murino y han encontrado homología con la
secuencia de reconocimiento para el factor de transcripción AP-2, si bien sospechan que el
grado de metilación del promotor determina su funcionalidad.
BesnaTd y cols. (1991) han identificado por en el promotor del GFAP tres regiones
capaces de dirigir la expresión específica de un gen heterólogo. En esas tres regiones se
pueden encontrar por footprinflng secuencias de reconocimiento para AP-l, AP-2, NP-1 y
una secuencia consenso GCCGCNNCCCAG.
En el gen de la vimentina humana se ha identificado por CAT un enhancer en -700
que posee dos sitios AP-l en tándem, responsables de la inducción por suero y TPA
(Rittling y cols., 1989). Al parecer estos sitios no son necesariamente activados por la unión
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del complejo jun/fos, sino que también pueden ser estimulados por la unión de otras
proteínas por ahora desconocidas. Igualmente identificaron otra región activadora proximal
en -30 y dos regiones inhibidoras en -800 y -300. Sax y cols. (1988) encontraron que en la
región proximal del promotor existen cinco secuencias GC, que se unen al factor 5P1 y son
responsables de la expresión basal del gen. Farrelí y cols. (1990) han caracterizado una
región inhibidora entre los dos enhancers. Este elemento, de 40 pb, funciona
independientemente de su posición y orientación, y su capacidad represora se incrementa
según el número de copias. Esta región presenta homología de secuencia con otros
silenciadores, como el del gen de la lisozima de pollo (Baniahmad y cols., 1987), y une una
proteína de 95 kD.
Se han identificado en los genes de las queratinas algunas zonas reguladoras capaces
de dirigir correctamente la expresión en ratones transgénicos: es el caso de los promotores
de las queratinas Kl (Rosenthal y cols., 1991), K1O (Bailleul y cols., 1990), 1(14 (Vassar
y cols., 1991; Coulombey cols, 1991), 1(18 (Abey Oshima, 1990)y 1(19 (Bader y Franke,
1990). En el caso de la queratina murina 1(18 parece ser que un fragmento de promotor de
10 kb lleva toda la información necesaria para la correcta expresión del gen, siendo
independiente del lugar del genoma donde se incorpore, lo que sugiere la existencia de
elementos controladores del locus (Oshima, 1992). Sin embargo, cuando este mismo gen es
trsnqfrrtrn4n~ *e. nú~m tis. fhrfliá ww ,~n4flh*íq CLíls#b 1 fl~timi, lOAR), 1¾tuqnfluhiifl
1(18 (o endo B) parece ser regulada de dos formas diferentes: 1) En las células somáticas
en las que no se expresa esta proteína, el promotor se encuentra permanentemente inactivado
por metilación. En ambos genes murino y humano se ha encontrado cerca del inicio de la
transcripción una secuencia HTF, implicada en la regulación por metilación de genes
constitutivos (Bird, 1986). 2) En células de carcinoma embrionario (que expresan K8 y 1(18
en respuesta a la inducción con RA) el promotor no está metilado, pero aún así no se
expresa el gen, lo que sugiere que debe existir algún factor de transcripción especifico que
o bien active o bien inhiba la expresión del gen, como sucede en la 1(8 murina, o endo A
(Crémisi y Duprey, 1987). En la versión humana de la 1(18 se ha encontrado en el primer
intrón una secuencia de 47 pb (que también se encuentra en el gen murino) que contiene un
sitio AP-1 que se ha definido como enhancer, aunque su actividad parece variar según
promotor, posición y orientación. Aunque esta secuencia es imprescindible, no es suficiente
para conferir actividad enhancer, haciendo falta otros elementos del intrón. Este enhancer
es débilmente activado por c—jun o c-jun+c-fos, y más fuertemente activado por c-fos
(Oshima y cois., 1990). La KB, coexpresada con la 1(18, no parece tener ningún enhancer
en el primer intrón, pero ha sido demostrado un enhancer en 3’ del gen. Este enhancer
posee seis repeticiones homólogas al motivo PEA3 del enhancer a del virus del polioma,
(equivalente al motivo AP-1) y no es funcional en células de carcinoma embrional (tratadas
o no con RA), aunque si en células diferenciadas que expresan KB de forma constitutiva
(Takemoto y cois., 1991). Este gen, al igual que el de la 1(18, tiene una zona en 5’ que se
encuentra fuertemente metilada en aquellas líneas celulares en que no se expresa (Tamal y
cols., 1991). La regulación de estos dos genes parece ser, pues, diferente a la del resto de
las queratinas (aunque la K13 también se regula por metilación, Winter y cols., 1990), y
parece estar fuertemente regulada por el grado de metilación de los genes, como se puede
inferir del hecho de que varias líneas celulares de diversos origenes expresan este par de
queratinas tras tratamiento con 5-azacitidina, e igualmente son muy frecuentes en multitud
de lineas transformadas, epiteliales o no (Franke y cols., 1989; Knapp y Franke, 1989).
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Parece ser, pues, que la regulación de las queratinas KB y 1(18 se efectúa de una forma más
relajada, en contraste con la estricta regulación encontrada en otras queratinas.
En el caso de la 1(14, Jiang y cols. (1990) encontraron que las primeras 300 bases
del promotor tenían actividad promotora sobre un gen heterólogo en varios tipos celulares
de origen epitelial, pero no en fibroblastos. Estos resultados son discutibles, puesto que
utilizaron el promotor de un pseudogen, y chocan con los resultados de Vassar y cois.
(1989), que encontraron que fragmentos del promotor de la 1(14 que abarcaban desde los
94 hasta los 2300 primeros nucleótidos dirigían expresión inespecifica al ser transfectados
en células epidérmicas, epiteliales y fibroblastos. Sin embargo, en ratones transgénicos la
expresión era correcta.
Recientemente dos grupos han identificado de forma independiente el primer factor
de transcripción que afecta a la expresión de las queratinas. Jonas y cols. (1989)
identificaron en el gen de la queratina XK8IA1 de Xenopus, una queratina epidérmica
expresada en las etapas tempranas del desarrollo de Xenopus, concretamente en el ectodermo
en las últimas etapas de blástula (Jonas y coN., 1985; Winkles y cols., 1985) una secuencia
de 460 pb suficiente para su regulación. Esta secuencia contenía una zona con supuestos
elementos negativos y otra con elementos positivos. Snape y cols. (1990) han demostrado
que en este fragmento contiene un sitio capaz de unir una proteína que ellos llamaron KTF-
1. Este sitio es un palíndromo Imperfecto ACCCTGAGGCT y su eliminación disminuye 8
veces la expresión del gen de la queratina XK8 IAl, quedando sin embargo una actividad
residual. Sin embargo, aunque sólo existe un sitio KTF-l en el promotor de esta queratina,
son necesarios dos para conferir actividad a un promotor heterólogo. Igualmente, no confiere
especificidad epitelial, aunque la proteína KTF-l era especialmente abundante en epidermis,
sugiriendo que no se trata de un enhancer específico, sino sólo de un activador
transcripcional general. Finalmente, Snape y cols. (1991) han demostrado que KTF-1 tiene
las mismas propiedades que el factor de transcripción XAP-2, correspondiente al AP-2 de
mamíferos. Sin embargo, la identidad no es total: la movilidad del complejo DNA-proteína
es menor para XAP-2 que para KTF-l, y anticuerpos contra XAP-2 no reconocen a KTF-1
con la misma eficacia. Estas diferencias pueden ser debidas a modificaciones post-
transcripcionales o a splic¡ng alternativo.
Igualmente, Leask y cols. (1990) han encontrado en la queratina humana 1(14
(expresada en las células basales de la epidermis) un dominio regulador proximal necesario
para la activación del gen, pero que necesita la presencia de otro dominio dista!. El dominio
proximal contiene una secuencia GCCTGCAGGC necesaria para la actividad enhancer que
es capaz de unir un factor de transcripción, que ellos llamaron KER- 1. Aunque esta
secuencia es ligeramente diferente de la que ha sido descrita como consenso para el factor
de transcripción AP-2 (CCCCAGGC, Williams y cols., 1988), ha sido demostrado que
KER-1 es en realidad AP-2 (Leask y cols., 1991).
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1.4. OBJETIVOS
La expresión de las queratinas es un fenómeno extraordinariamente bien regulado.
Como se ha visto, está limitada a epitelios únicamente, y dentro de éstos, cada tipo celular
expresa una distinta combinación de queratinas, de tal forma que en epitelios estratificados
las queratinas son diferentes en las diferentes capas. Además, las queratinas se coexpresan
en parejas formadas por una molécula ácida y otra básica. Los pares de queratinas son
determinados, de tal forma que, por ejemplo, la queratina 8 siempre se coexpresa con la
1(18 (6 1(19), la K14 siempre se coexpresa con la K5, etc. Por si fuera poco, el patrón de
expresión de las queratinas también varía con el desarrollo del animal. Estas peculiares
características convierten a las queratinas en un modelo extraordinariamente interesante para
el estudio de los mecanismos que regulan la expresión génica. Sin embargo, pese al gran
número de datos publicados sobre la estructura y expresión de las queratinas, se desconoce
prácticamente todo sobre de qué manera se lleva a cabo la regulación de su expresión. A
primera vista, se podría esperar que estuviesen implicados en la regulación de la expresión
de estos genes factores de transcripción que se encontrasen específicamente en epitelios,
junto con otros característicos de cada tipo celular epitelial, que serian los responsables de
la expresión diferencial de estos genes.
El objetivo final de esta tesis fue profundizar en el conocimiento de los mecanismos
moleculares implicados en la regulación de la expresión de los genes de las queratinas.
El modelo que elegimos fue el estudio de la regulación de la expresión de la BK6.
Esta queratina presenta un patrón de expresión peculiar: se expresa de forma natural en
algunos epitelios estratificados, como esófago, lengua y exocérvix. En vaca, también se
expresa en hocico. Además, se puede encontrar en las áreas de la piel que están sometidas
a hiperproliferación, como la planta del pie. Igualmente, se expresa intensamente en las
zonas de la epidermis en proceso de cicatrización y es inducible por gran cantidad de
estímulos químicos y mecánicos. La fácil inducibilidad de esta queratina y su doble vertiente
de expresión constitutiva e inducible la convierten en un atractivo candidato para el estudio
de la regulación de su expresión génica.
La K6 se expresa, además en células de origen epidérmico cuando son cultivadas in
vitro. Sin embargo, en otras células epiteliales no se expresa, salvo en el caso de las células
BMGE+H, línea celular epitelial procedente de un cultivo primario de glándula mamaria
bovina que, seleccionada y mantenida en medio con hormonas, produce elevadas cantidades
de esta queratina, mientras que su equivalente seleccionada y mantenida en medio normal,
BMGE-H, no lo hace. Se escogió pues la línea BMGE+H para realizar este trabajo, pues
es, hasta donde nuestro conocimiento llega, la única línea cultivada de origen bovino capaz
de expresar esta queratina.
Es conocido que tanto para humanos como para bovinos existen dos genes distintos
que codifican dos proteínas semejantes que corresponden a la denominada queratina 6. Estas
dos proteínas reciben, en el caso de la vaca, los nombres de BK6 y BK6*. Como primer
objetivo, nos propusimos el aislamiento e identificación de los elementos reguladores del gen
de la BK6, con objeto de compararlos con los del gen de la BK6*. El hallazgo temprano de
un gen para otra forma de la queratina 6 (llamado BK6c) trasladó estos mismos objetivos
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a la nueva proteína.
Así pues, este primer objetivo quedó redefinido como caracterización del gen de la
queratina BK6c, y determinación de las zonas de secuencia en 5’ responsables de su
expresión.
Como segundo objetivo, y puesto que disponíamos de un clon conteniendo el gen de
la queratina BK6*, en el que se ha identificado un enhancer capaz de conferir expresión
específica (Blessing y cols., 1989), nos propusimos dilucidar cuáles eran los elementos de
este enhancer responsables de la expresión del gen.
Para ello, se establecieron tres etapas, u objetivos parciales:
1. Determinación mediante experimentos de retardo en gel de las regiones del
enhancer capaces de unir proteínas nucleares.
2. Utilización de técnicas de foorprinting para determinar las secuencias de DNA
responsables de la unión a estas proteínas.
3. Caracterización de la importancia relativa de estas áreas reguladoras, mediante
ensayos de CAT.
Cuando se comenzó este estudio existía un absoluto desconocimiento sobre qué
factores de transcripción podrían estar implicados en la regulación de la expresión de las
queratinas. Desde entonces ha aparecido en la literatura una pequeña cantidad de datos al
respecto referidos a otras queratinas. Estos datos no se contradicen con los obtenidos en este
trabajo.
2~ JETGJD4S»~?
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2.1. MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1. Células.
Las lineas celulares cucarióticas empleadas han sido:
-BMGE4-H, células de epitelio de glándula mamaria bovina crecidas en presencia
de insulina, hidrocortisona y prolactina (Schmid y cols., 1983).
-AT-5, queratinocitos de ratón procedentes de la línea MCI3D transformada con Ha-
ras. Facilitadas por A. Balmain (Beatson Institute, Glasgow).
-MDBK, células de epitelio renal bovino (ATCC CCL22).
-3T3, fibroblastos embrionarios de ratón (ATCC CCL92).
-1-leLa, células epiteliales humanas derivadas de un carcinoma cervical (ATCC
CCL2).
-PB, células epidérmicas de ratón, derivadas de papilomas. Facilitadas por S. Yuspa
(NIH, Bethesda, Maryland).
Se utilizaron las siguientes cepas de E. cotí:
-HBIOI, JMIO9, Q358, LE392, DH5a, XL-Blue (Stratagene).
Los siguientes bacteriófagos fueron usados:
-Ml3mpl8 y 19 (Yanish-Perron y cols., 1985).
-XEMBL3 y 4 (Frischauf y cols., 1983).
2.1.2 Vectores.
En los diversos clonajes se utilizaron los siguientes vectores:
-pUC8, pUC9, pUCíS y pUCl9 (Yanish-Perron y cols., 1985)
-pGEMI (Promega).
-pTZISR y pTZI9R (Pharmacia).
-pH] uescript (Stratagene).
-pPolyIlI (facilitado por M. A. Vida], CIB, Madrid).
-Ml3mpl8, Ml3mpl9 (Yanish-Perron y cols., 1985).
-pBLCAT2, pI3LCAT3 (Luckow y Sch(itz, 1987).
2.2. MEDIOS DE CULTIVO Y MANTENIMIENTO.
2.2. 1. Células eucar¡otas.
Los medios utilizados fueron: medio de Fagle suplementado por Dulbecco (DMEM),
obtenido de Flow y suplementado con 10 ml glutamina y 3 g NaHCO, por litro de medio;
medio esencial mínimo (MEM, Iiow), suplementado con 10 ml de aminoácidos no
esenciales y 0.85 g NaUCO, por litro de medio; medio HAM’s (Flow), suplementado con
aminoácidos no esenciales.
- Las células BMGE+H se crecieron en DMEM suplementado con un 20% de suero
fetal bovino (FBS), con adición de insulina, hidrocortisona y prolactina (1 ~±g/mlde cada).
- Las células ATS se mantuvieron en medio HAM’s con un 10% de FRS.
- Las células MDBK se mantuvieron en medio MEM + 10% FBS.
- Las células HeLa se mantuvieron en DMEM + 10% FRS.
- Las células 3T3 se mantuvieron en DMBM + 10% FRS.
- Las células PB se mantuvieron en medio MEM con un 8% de FRS.
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Todas las células se crecieron en placas Nunc a 370C en atmósfera de CO, al 5% y98% de humedad, según se describe en Hershey (1987). Para subcultivarlas, se despegaran
con tripsina.
Se almacenaron congeladas en N, en criotubos Nunc, en suero fetal bovino con 10%
glicerol.
2.2.1.1 Soluciones y reactivos.
-PUS: 137 mM NaCí, 2.5 mM KCI, 2.5 mM Na,HPO
4, 1 mM K,HPO4 pH 7.2.
-Tripsina: 0.125% Tripsina, 0.02% EDTA, 0.05% glucosa y 0.001% rojo fenol en
PBS.
2.2.2 Bacterias.
Todas las cepas bacterianas se crecieron en medio liquido LB (triptona 10 gIl,
extracto de levadura 5 g/l, NaCí 10 gil), con fuerte agitación, a 37
0C. Se mantuvieron en
placas de Petri con LB + 2% de agar, salvo la cepa JMIO9 que se mantuvo en placas de
medio mínimo (Sambrook y cols., 1989). El medio selectivo para la presencia de plásmido
se preparé añadiendo ampicilina a una concentración de 100 tg(mt.
Las bacterias se conservaron congeladas a -800C en medio de cultivo con 15% de
glicerol.
Las células competentes se prepararon según Sambrook y cols. (1989).
2.2.3 Bacteriófagos.
Las infecciones con el fago M13 se realizaron a alta multiplicidad, afiadiendo los ufp
a lOO pl de cultivo exponencial de E. coil JMIO9 y 3 ml de agar blando y vertiendo sobre
placas de LB.
En el caso del bacteriofago X, las infecciones a alta o baja multiplicidad se hicieron
a 370C en LB suplementado con 10 mM de Mg, en bacterias E. colí Q358 6 LE392.
2.3. SOLUCIONES BASICAS PARA METODOS DE BIOLOGíA MOLECULAR.
-TE: 10 mM Tris-HCI pH 7.5 6 8, 1 mM EDTA.
-TAE: 40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA.
-TRE: 45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA.
-SSC: 15 mM citrato sódico, 150 mM NaCí.
-100 X Denhardt’s: 2% FicoIl, 2% polivinilpirrolidona, 2% USA.
-SM: 50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCí, 10 mM SO,Mg, 0.1% gelatina.
2.4. AMPLIFICACION DE LA GENOTECA.
Se utilizó una genoteca de DNA total de timo de ternera digerido con Sau3A y
donado en el sitio BamHl del vector XEMBL-3, realizada por Ruppert y cols. (1984). Esta
genoteca, de un tamaño medio de clon de 15 kb, tenfa un tftulo de 4~l0’ ufp/ml. Su
amplificación se realizó en dos pasos. En cada uno de ellos se mezclaron unas 2 10’ ufp con
bacterias de la cepa LE392 y se vertieron con agar blando en varias placas de 22 X 22. Se
incubé a 370C durante 8 h. y se mantuvo durante toda la noche a 4<’C cubierto con SM. Se
recogió el líquido y añadió 1% de cloroformo. Se eliminaron los restos celulares por
centrifugación y se deterininó el título de la genoteca amplificada.
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2.5. ANALISIS DE LA GENOTECA.
La búsqueda en la genoteca se realizó esencialmente por el método de Benton y
Davies (1977), con membranas Biodyne.
2.6. EXTRACCION Y PREPARACION DE DNA PLASMIDICO.
Las purificaciones de DNA plasmidico o de M13 a partir de cultivos bacterianos se
hicieron por el método de la lisis alcalina (Rirnboim y Doly, 1979). Según el volumen de
cultivo se utilizaron diversas modificaciones de este método (Sambrook y cols., 1989). Las
preparaciones a gran escala fueron purificadas por ultracentrifugación en gradiente de CsCl.
Las soluciones de DNA se limpiaron, cuando fue necesario, mediante una extracción
con fenol equilibrado en TE, seguida por otra extracción con cloroformo:alcohol isoamflico
(24:1) y precipitación en frío por adición de 3 volumenes de etanol en presencia de altas
concentraciones iónicas (0.3 M acetato sódico, 0.1 M NaCí ó 2 M acetato amónico). Se
recogieron por centrifugación a 12000 g durante 15’ a 4<’C y posterior lavado de sales con
etanol al 75%.
Para obtener DNA de X, los cultivos infectados se lisaron con cloroformo y los restos
celulares se eliminaron por centrifugación a 12000 rpm durante 10’. Se ajustó la
concentración de NaCí a 1 M y se añadió PEO 12000 hasta un 10% del volumen final. Se
incubó en hielo por lh y las partículas virales se sedimentaron por centrifugación a 12000
rpm 10’. Se resuspendió el sedimento en SM y se ultracentrifugó en un gradiente
discontinuo de CsCI, según se indica en Sambrook y cols. (1989). Se extrajo la banda de
bacteriófagos, que sirvió tanto para reserva como para obtención de DNA. Para este último
caso, se actuó como se indica en Sambrook y cols. (1989).
2.7. MANIPULACIONES ENZIMATICAS BASICAS CON DNA.
Las distintas modificaciones de las moléculas de DNA tales como cortes con enzimas
de restricción, desfosforilación, relleno de extremos 5’ protuberantes con el fragmento de
Klenow de la DNA polimerasa 1, ligación con DNA ligasa de T4, transformación, adición
de linkers sintéticos, etc., se llevaron a cabo en las condiciones recomendadas por el
suministrador o en las descritas en Maniatis y cols. (1982) o Sambrook y cols. (1989).
Para la selección por color de los clones positivos se añadió a las placas de LB +
ampicilina IPTO y X-Gal a una concentración final del 0.002%.
2.8. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS. RECUPERACION DE
FRAGMENTOS DE DNA.
2.8.1. ElectrQ/’oresis en geles de agarosa.
Se utilizaron geles de agarosa del 0.7 al 1.8% en TI3E con 0.5 sg/ml de bromuro
de etidio. Los geles se observaron con luz Uy de 300 nm y se fotografiaron en película
Polaroid 665 ó 667.
2.8.1.1. Recuperación de DNA de geles de agarosa.
Siempre se ujUizó agarosa de bajo punto de fusión. Las bandas se cortaron a la luz
de 300 nm. Se utilizaron tres métodos de extracción, según conveniencia y disponibilidad:
26
1) CTAI3 (Langridge y cols., 1980)
2) GeneClean (Rio 101), según recomendaciones del suministrador.
3) La banda se fundió a 700C. Se ajustó la concentración de NaCí a 100 mM y sehizo una extracción con fenol, otra con fenol-cloroformo y otra con cloroformo, y se
precipité con etanol.
2.8.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida no desnarurailzantes.
La concentración de poliacrilamida varié del 4 al 8%, con una relación
acrilamida:bisacrilamida de 29.2:0.8. Los geles se corrieron en TAE X 0.5 a 150 y, se
transfirieron a papel Whatman, se secaron al vacio y se expusieron para autorradiografía.
2.8.2.1. Recuperación de DNA.
Una vez corridos los geles, se tifieron en TAE X 0.5 con 1 ng/ml de bromuro de
etidio o, si el DNA estaba marcado radiactivamente, se expusieron brevemente. Se cortaron
las bandas de DNA, se introdujeron en bolsas de diálisis en TAE X 0.5 y electroeluyeron
por 1 h. Se recuperó el tampón con el DNA eluido, se fenolizó y se precipité.
2.8.3. Electroforesis de secuencia en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.
La concentración de poliacrilamida varié del 6 al 10%, con una relación
acrilamida:bisacrilamida de 19:1 y en presencia de urea 7M. Los geles se corrieron en TBE
a 1500-2000 V a 500C, se transfirieron a papel Whatman, se secaron al vacío y se
expusieron para autorradiografla.
2.9. ORTENCION DE RNA
El RNA se preparó a partir de placas de células en cultivo creciendo activamente,
por una modificación del método de Chomczynski y Sacchi (1987):
Se rascaron las células en 1.8 ml de tampón de lisis por placa PIGO, y se fragmentó
el DNA pasándolo por una aguja de 0.6 mm. Se aiiadió 1110 vol. de acetato sódico 3M
pH4, 1 vol, de fenol y 0.5 vol, de cloroformo. Tras 15’ en hielo se centrifugó a 10000 rpm
durante 20’, se recogió la fase acuosa y se añadió 1 vol, de isopropanol. Se precipité por
una hora a -200C y se centrifugó como antes. Se disolvió el precipitado en 1/3 vol. de
tampón de lisis y se precipité de nuevo con isopropanol. Se lavé con etanol 75% y tras secar
el precipitado, se incubé a 370C durante una hora con proteinasa K (100 ~gIml)en 0.1%
SDS, 1 mM EDTA, 0.3M acetato sódico pH6. Se extrajo dos veces con fenol y una con
cloroformo y se precipité con 1/10 vol, de 3M acetato sódico pH6 y 2.5 vol. de etanol. Tras
lavar, se resuspendid en FIZO con 2 mg/ml de dietilpirocarbonato.
Tampón de lisis: 4M tiocianato de guanidina, 25 mM citrato sédico pH 7, 0.5%
sarcosil, 0.1% ¡3-mercaptoetanol.
2.10. MARCADO RADIOACTIVO.
2.1(21. DNA.
Los fragmentos de DNA utilizados como sonda se marcaron en las dos bandas por
nick itronsiahon (Rigby y cols., 1977), con “P-adCTP. Se obtuvo una actividad específica
superior a 10’ cpm/~tg. Se purificaron por centrifugación en columnas de Sephadex (3-50.
Los DNA utilizados para ensayos de retardo en gel yfoorpr¡nflng se abrieron con una
enzima de restricción y se marcaron en tampón de nick transiation con 30 pCi de “P-adCTP
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y 1 unidad de Klenow a RT durante 20’, en un volumen final de 30 j¿l. En el caso de que
el dCTP no se incorporase en la última posición de la cadena de DNA se aliadía a la mezcla
de reacción 2 pl de solución de caza (2 mM de cada dNTP) durante 2’. La enzima de
Klenow se inactivé por calentamiento a 700C durante 10’ y se procedió a digerir con la
segunda enzima de restricción, para separar el fragmento. El fragmento marcado se purificó
en gel de poliacrilamida.
2.10.2. RNA.
10 ~tgde mRNA se trataron con 1/10 vol, de NaOH 1 N durante 10’ en hielo,
seguido de 1/10 vol, de HCI, 1/10 vol. de 1 M Tris pH 8 y precipitación con Nací y 2.5
vol, de etanol. Se desfosforilé, trató dos veces con fenol-cloroformo y una con cloroformo
y se precipité de nuevo. El marcado se realizó por incubación con ‘~P’y-ATP y T4
polinucleótidoquinasa y posterior separación por centrifugación en columnas de Sephadex
0-50.
2.11. PREPARACION DE EXTRACTOS NUCLEARES.
Se crecieron las células en placas Nunc de 150 mm, y se recogieron antes de estar
confluentes. Se partió de un mínimo de 50 placas. Los extractos nucleares se prepararon por
dos métodos principalmente: Dignam y cois. (1983) para ensayos de retardo en gel y por
una variación del método de Shapiro y cols. (1988) para retardo en gel yfootprinting. Para
la preparación de extractos por este último método se procedió así:
Las células se precipitaron por centrifugación a 170 g 10’ a 40C, se resuspendieron
en PUS y se reprecipitaron a 300 g. Se midió el volumen (PCV) y se resuspendió en 5 PCV
de tampón hipotónico. Tras 10’ en hielo se volvió a centrifugar como antes y se resuspendió
en 2 PCV dc tampón hipotónico. Las células se rompieron por 5 pases por un
homogeneizador Dounce e inmediatamente se añadió 0.1 vol, de tampón de restauración,
se mezclé y se centrifugó a 13000 rpm por 30’ en un rotor Beckman JA20 a 40C. Se
deseché el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 2/3 PCV de tampón de
resuspensión nuclear. Este fue transferido a un tubo de policarbonato para ultracentrffuga
y agitado durante 30’ en hielo. Se precipitaron los restos nucleares por ultracentrifugación
a 47000 rpm durante 90’ a 40C en un rotor Reckman TiSO y al sobrenadante se aliadió
lentamente y con agitación sulfato amónico sólido (0.33 g/ml). Tras 20’ de agitación se
centrifugó a 36000 rpm en el mismo rotor. Se recogió el precipitado y redisolvió en 1/10
vol, de centrifugación de tampón de diálisis. Se dializó frente a 200 vol, de este mismo
tampón, durante 2 X 1 h. Se determiné la concentración de proteínas y se guardó en
alícuotas a -70”C.
Tampón hipotónico: 10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCI, 1 mM UIT, 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.75 mM espermidina, 0.15 mM espermina, 0.01% aprotinina, 0.2
pg/ml leupeptina, 0.2 pg/ml pepstatina, 0.5 mM PMSF.
¡OX Sales: 500 mM Hepes pH 7.9, 100 mM KCI, ¡OmM Dli?, 2 mM EDTA, 7.5
mM espermidina, 1.5 mM espermina.
Tampón de restauración: 9 vol, de sacarosa 75%, 1 vol. de 1OX sales. Añadir 5 mM
NaF, 0.2 mM molibdato amónico, 0.5 mM PMSF.
Tampón de resuspensión nuclear: 25% glicerol, 20 mM Hepes pH 7.9, 2 mM Dli?,
0.2 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 0.75 mM espermidina, 0.15 mM espermina. Añadir 1/10
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vol, de solución de sulfato amónico saturado. Añadir 0.2 ng/ml leupeptina, 0.2 pg/ml
pepstatina, 5mM NaF, 0.2 mM molibdato amónico, 0.5 mM PMSF, 10 ~M benzamidina.
Tampón de diálisis: 20% glicerol, 20 mM Ilepes pH 7.9, 2 mM Dli?, 0.2 mM
EDTA, 0.2 mM EGTA, 100 mM Kcl, 5 mM NaF, 0.2 mM molibdato amónico, 0.5 mM
PMS F.
2.12. ENSAYOS DE RETARDO EN GEL.
Las reacciones se hicieron en 5% glicerol, 25 mM NaCí, 1 mM EDTA, 1 mM Dli?,
20 mM llepes pH 7.9. En un volumen final de 25 Ad se añadieron 4 pg del competidor
inespecifico sintético poly(dIdC~(dIdC) y 1 a 10 ~zlde extracto nuclear crudo (4 a 15 ¡¿g).
Tras una preincubación de 10’ en hielo se añadieron 0.1 a 0.5 ng de fragmento de DNA
marcado terminalmente (= 10000 cpm), y la reacción se prolongó por 30’ en hielo. Las
reacciones se pararon por adición de 1/10 de volumen de tampón de carga (50% glicerol,
50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 7.5 y 0.1% de azul debromofenol), y se corrieron en geles
de poliacrilamida del 5%.
2.13. FOOTPRINTING
2. ¡3. 1. Ortofenantrolina.
Se hicieron ensayos de retardo en gel como se describe arriba y los geles se
incubaron por LO’ con Cu”-Ortofenantrolina, según el método de Kubawara y Sigman
(1987). Los geles tratados y húmedos se sometieron a autorradiografía y las bandas de
interés se escindieron, electroeluyeron, extrajeron con fenol-cloroformo y analizaron por
electroforesis en geles de secuencia al 8%.
2.13.2. DNAiWL
Los ensayos se realizaron en un votumen de 45 ~l, conteniendo 5% glicerol, 40 mM
KCI, 1 mM EDTA, 20 mM Hepes pH 7.9, hasta 100 pg de extracto nuclear crudo y 1 gg
de poly(dldC~(dldC). Se preincubé la mezcla en hielo por unos minutos y se añadió el DNA
marcado terminalmente (30000 cpm, =0.5 ng). Tras 30’ de unión a 40C, se añadieron 5
~tlde mezcla de activación (25 mM CaCI
2, 50 mM MgCI2) y la reacción se pasó a 200C. Unminuto más tarde, se añadió la DNAsaI (5-15 ng para los controles, 100-600 ng para las
muestras) y se dejé actuar durante 1’, transcurrido el cual se pararon las reacciones por
adición de 100 jd de tampón de parada (100 mM Tris pH 7.6, 0.5% SDS, 20 mM EDTA,
100 mM NaCí, 100 yg/ml proteinasa K y 40 gg/rnI de glicógeno) e incubación a 450C por
15’, seguida de 2’ a 900C. Se hizo una extracién con fenol y otra con cloroformo y se
precipité por adición de 1/4 de volumen de acetato amónico 10 M. Las muestras se
resuspendieron en tampón de carga de secuencia y se corrieron en geles de secuencia del 6
al 10%, según tamaño.
Se evité específicamente la utilización de tRNA como carrier, pues se encontró que
causaba falta de definición en las bandas mayores de 90 nucleótidos (Zorbas y cols., 1990).
2.14. SECUENCIACION DE DNA.
2.14.1. Métodos químicos.
Para la elaboración de marcadores de DNA para los experimentos de footprinting,
el fragmento a ensayar fue secuenciado en parte por el método qufmico de Maxam y Gilbert
$
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(1980), con las modificaciones introducidas por Chupilo y Kravchenko (1984). En general,
sólo se hicieron dos reacciones: purinas (A+G) y pirimidinas (C+T).
2. ¡4.2. Métodos enzimáticos.
Se empleó el método de los terminadores específicos de cadena (Sanger y cols.,
1977), utilizando a-”SdATP y primers directo (-40) e inverso. Se utilizó la enzima de
Klenow, o bien sequenasa (DNA polimerasa del fago Ti modificada, USB), en las
condiciones recomendadas por el suministrador.
2.15. HIBRIDACIONES.
2.15.1. DNA-DNA.
La transferencia de DNA de geles de agarosa a membranas de nitrocelulosa o nylon
se llevó a cabo durante toda la noche según el método de la transferencia alcalina. Las
membranas se secaron a 80<>C durante 2 h. Se prehibridaron en 50% formamida, 5 X
Denhardt’s, 5 X SSC, 0.5 % SDS durante 1 h. a 420C en una estufa de hibridación
Bachofer. Se añadió la sonda marcada (10 cpm) junto con DNA carrier y se hibridó durante
toda la noche. Se lavó en condiciones variables según la homología de secuencia de los
DNAs hibridados y se secaron los filtros y autorradiografiaron con pantalla intensificadora.
2.15.2. RNA-DNA.
Las transferencias de RNA a nitrocelulosa BA8S se hicieron por Slot blot en un
aparato MinifoId 11 de Schleicher & SchOll, según las recomendaciones del fabricante. El
RNA se preparó por adición de 3 vol, de formaldehido 6.15 M, 10 X SSC. Los filtros se
secaron, prehit>ridaron e hibridaron como en el caso de DNA.
2.16. DELECIONES.
2.16.1. Ba131.
El DNA a digerir se linearizó con una enzima de restricción apropiada y se incubé
en Tris 20 mM pH 7.5, NaCí 0.6 M, CaCI, 12.5 mM, MgCI, 12.5 mM, EDTA 5mM con
2 u de la exonucleasa Ral3 1. Se recogieron alícuotas a distintos tiempos, parando la reacción
por adición de EGTA y congelación. Una parte de cada alícuota se corrió en gel de agarosa
para ver su tamaño y el restó fue fenolizado, precipitado, rellenado con la enzima de
Klenow y redigerido con una segunda enzima de restricción. El fragmento de DNA
delecionado fue purificado y religado en un vector adecuado.
2.162. Exo¡I1/SI.
Se realizaron con un kit de Pliarmacia, según el protocolo facilitado por el
suministrador.
2.17. TRANSFECCIONES.
Las transíecciones se efectuaron por el método del fosfato cálcico (Graham y van der
Eb, 1973). En general, las células fueron pasadas el día antes de la transfección a una
densidad de = 10.000 /cm’. El día de la transfección, se cambió el medio a las células y
cuatro horas más tarde se añadió 1/10 de volumen de una mezcla realizada por combinación
de dos soluciones A y B. Para una placa de 10 cm de diámetro, conteniendo un volumen de
7.2 ml de medio, la solución A consistía en 400 ¡tI de CaCI, 250 mM con 25 ¡tg de DNA
total, y laR en 400 ¡cl de HeBS 2X (280 mM NaCí, 1.5 mM Na,HPO
4, 50 mM Hepes/KOH
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pH 7.1. La solución A se vierte poco a poco en la B mientras ésta es burbujeada, y tras
agitar fuertemente y esperar unos minutos, se añade a la placa a transfectar). Se incubé en
condiciones normales de cultivo durante cinco horas, pasadas las cuales se retiró el medio
y se sometió a las células a un choque con una solución conteniendo 15% de glicerol en
HeBS. Después de dos minutos se lavaron las placas tres veces con PBS y se añadió medio
fresco. A las 40-72 h., las placas se lavaron dos veces con PBS y se recogieron con un
rascador. Se centrifugaron 1’ en frío y resuspendieron en 100 pl de Tris 0.25 M pH 7.5.
Seguidamente se usaron mediante tres ciclos de congelación en N, liquido y descongelación
a 370C, y tras centrifugar se guardó el sobrenadante conteniendo la actividad CAT y sedeterminó la concentración de proteínas por el método de Bradford. La eficiencia de
transfección se determinó mediante ensayo de actividad ¡3-galactosidasa (Maniatis y cols.,
1989). Para este fin se cotransfectó con 5 pg del plásmido Z-neo, que contiene el gen LacZ
bajo el control del promotor de la ¡3-actina. Este plásmido fue proporcionado por LI.
Casanova (CIEMAT).
El suero deslipidizado para el estudio del efecto de las hormonas esteroides se
preparó añadiendo 1.6 g de carbón activo y 4 g de resma AG5OI-8X (Bio-Rad) por cada 100
ml de suero e incubando con agitación a temperatura ambiente toda la noche. Se decantó el
suero tras centrifugar 10’ a 2000 rpm y se clarificó por nueva centrifugación a 12000 rpm
durante 30’ a 40C. El sobrenadante se esterilizó por filtración a través de 0.22 pm.
En las transfecciones con suero deslipidizado las células se crecieron por dos pases
y transfectaron en medio suplementado con este suero, y tras la transfección se incubaron
en este medio suplementado con 1 ¡tM de ácido retinoico disuelto en etanol.
2.18. ENSAYOS CAf.
Los ensayos de CAT se realizaron por un procedimiento adaptado de Gorman y cols.
(1982). Se normalizó la cantidad de proteína de cada placa según la eficiencia de
transfección (determinada por actividad ¡3-galactosidasa) y se preparó la siguiente mezcla de
reacción:
4 ¡tI 100 ¡tCi/ml ‘4C cloramfenicol (50 mCi/mmol)
20 ¡ti AcetilCoA 4 mM
32.5 pl Tris IM, pH 7.5
H,O hasta 150 ¡tI.
Se incubó durante 1 h a 370C. Pasado este tiempo, se añadieron 20 pl más de 4 mM
AcetilCoA y se incubó durante otra hora. Se añadió 1 ml de acetato de etilo y tras agitar y
centrifugar 1 minuto se extrajo la fase superior y se secó en el Speed-Vac. Se resuspendió
cada muestra en 30 ¡tI de acetato de etilo y se aplicó a una placa de cromatografía en capa
fina, equilibrada previamente en cloroformo/metanol 19:1. Las placas se desarrollaron en
esta misma mezcla, y el resultado se analizó mediante autorradiografla y se cuantificó en un
contador de centelleo líquido.
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2.19. MATERIALES.
Los productos químicos usados fueron suministrados fundamentalmente por Merck
y Sigma. Otros suministradores fueron Fíuka, Raker, BDH, Probus, Panreac, BioRad, C.
Erba y Serva. Las endonucleasas de restricción y demás enzimas de modificación de DNA
y RNA se obtuvieron de Boehringer, New England BioLabs, USB 6 BRL. Los medios de
cultivo para bacterias fueron de Difco. Los radioisótopos procedían de Amersham, NEN 6
ICN. Se utilizaron películas autorradiográficas Kodak X-Omat R y AS. Las pantallas
intensificadoras fueron de Dupont ó Kodak.
2.20. MEDIOS INFORMATICOS.
Los análisis de secuencias de DNA, búsquedas y comparaciones se realizaron
utilizando el paquete de programas de análisis de secuencia del Genetics Computer (Jroup
(y 6.2) de la Universidad de Wisconsin (Devereux y cols.,1984), utilizando un cluster de
VAX. Se utilizaron los bancos de datos EMBL y GenBank. La búsqueda de secuencias
reguladoras en los promotores se realizó utilizando el programa SEQNCE (IntelliGenetics)
con una base de datos de factores de transcripción compilada por Miguel Beato (Universidad
de Marburg, Alemania). Este texto fue procesado en ordenadores tipo PC-AT 386,
utilizando el programa WordPerfect 5.1, e impreso en una Hewlett-Packard LaserJet III. Las
gráficas se crearon con Harvard Graphics v2.3 6 3.0 y se exportaron a WordPerfect como
metaficheros.
3~ 1 .flkflV~. ID c»Y~
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NOTA PRELIMiNAR
La nomenclatura de las queratinas ha sido tradicionalmente un asunto relativamente
confuso. En los primeros estudios que se realizaron, se denominaron éstas por su peso
molecular. Con posterioridad, Molí y cols. (1982) establecieron un sistema de numeración
para las queratinas humanas que rige en la actualidad. Sin embargo, en el caso de las
queratinas de otros animales, frecuentemente este sistema no llegó a implantarse. Así, se
habla de una queratina “endoA” de ratón (equivalente a la K8 humana) o de una “KIII”
bovina (que equivaldría a la KS humana). Aunque no en todos los casos se puede encontrar
correspondencia entre las queratinas humanas y las de otros animales, en los últimos tiempos
ha comenzado a implantarse la tendencia dc nombrar las queratinas por el número de la
queratina humana correspondiente precedido por dos letras, que indican la especie a que
pertenece. Así, se utilizaría 11K para las queratinas humanas, BK para las de vacas, MK
para las de ratón y XK para Xenopus. Nosotros hemos decidido utilizar en lo posible este
nuevo sistema, en el cual las queratinas objeto del presente estudio, anteriormente
denominadas queratinas bovinas IV y IV* (y, en referencias más antiguas, 56K) pasan a
llamarse RK6 y 13K6*. Igualmente, la queratina que aquí llamamos BK5 corresponde a la
que en la literatura anterior aparece como III ó 58K.
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3.1 ESTUDIO DEL GEN DE LA QUERATINA BK6c
Al igual que en humanos, la queratina K6 presenta en vacas al menos dos isoformas,
llamadas RK6 y BK6*, que son codificadas por dos genes distintos (Blessing y cols., 1987).
Datos previos de estos autores, no publicados, indicaban que existe coexpresión de los dos
genes en aquellos tejidos que han sido descritos como positivos para K6, salvo en esófago,
donde se detecta expresión de RK6 pero no de BK6*. Por este motivo se decidió
inicialmente abordar la identificación y estudio del promotor del gen de la RK6, con objeto
de compararlo con el de la RK6* y comprobar si la regulación de ambos genes se lleva a
cabo mediante la utilización de las mismas secuencias reguladoras y factores de transcripción
y, en último término, cual es la causa de que ambos genes se coexpresen en una serie de
tejidos y no en esófago.
3.1.1 CARACTERIZACION DEL CLON XK6.
Jorcano y cols. (1984) aislaron un cDNA de queratinocitos de hocico de vaca que
codificaba la queratina BK6. Con posterioridad, la búsqueda en una genoteca bovina
utilizando como sonda el cDNA de la queratina bovina BK5 llevó al hallazgo de un gen
ligado al de la BK5, e identificado finalmente como perteneciente a la queratina BK6*,
omtrobllftIlidtltu réIacIo,~í~du onu ei do ¡a VIXA (flinmlng y ¿soIs., 1037). Ptrnalmwitó, DInslng
y Jorcano (no publicado) escrutaron la misma genoteca utilizando esta vez como sonda la
parte 3’ del cDNA de la RK6, parcialmente divergente en los dos genes BK6 y BK6*, y
obtuvieron otro clon, supuestamente perteneciente a la BK6, que sirvió como base para el
inicio del presente trabajo.
Este clon genómico bovino, llamado XK6 y de 12 kb de tamaño, estaba donado en
el fago X-EMI3L3 (fig. 5). Un fragmento Sall-HindIll de él, de 6.5 kb de tamaño (fragmento
A), hibridaba con el dINA de la BK6 (J.L. Jorcano, comunicación personal). Datos
procedentes de microscopia electrónica de heterodúplex RNA-DNA indicaban que el
fragmento contiguo IJindlll-HindIII (fragmento 13) contenía probablemente el promotor del
gen. Por consiguiente, este fragmento fue extraído del clon genómico (fig. 5), subclonado
en pUC8 y mapeado con diversas enzimas de restricción. Para comprobar si este fragmento
contenía el extremo 5’ del gen de la BK6 o si, por el contrario, comprendía el extremo 3’,
se realizaron diversas digestiones de este clon y se transfirieron a una membrana de nylon
por Sou¡hern hlo, e hibridaron utilizando como sonda la zona 5’ codificante del gen BX6*.
Esta sonda debe ser presumiblemente homóloga a la correspondiente del gen de la RK6,
puesto que en el resto de las zonas codificantes secuenciadas de ambos clones la homología
de secuencia es de prácticamente el 100% (Jorcano y cols., 1984; Blessing y cols., 1987).
La hibridación se realizó en condiciones estándar, con 3 lavados de una hora cada uno en
2X SSC, 0.5% SDS a 680C. El resultado de esta hibridación fue negativo (no se muestra).
Este resultado negativo se puede interpretar de diversas formas: era posible que el
extremo 5’ del gen de la BK6 no se encontrase en el fragmento B objeto de análisis, pero
también era posible que ambos genes, en contra de lo previsto, divergieran en la parte 5’
y no se hubiese permitido la hibridación debido a las rigurosas condiciones de lavado. Pan
dilucidar este dilema, se hicieron nuevos Southern blois de este fragmento B y del
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inmediatamente adyacente en el clon genómico (fragmento A), digeridos con diversas
endonucleasas de restricción. Esta vez fueron hibridados frente a tres sondas distintas:
1.- cONA 1V83, correspondiente a la BK6 (Jorcano y cols., 1984).
2.- fragmento 5’ codificante del gen de la BK6*.
3.- poliA~-RNA total de hocico de vaca. Este tejido expresa ambas queratinas.
Se hicieron dos lavados de una hora a 560C en 0.IX SSC, 0.5% SOS. En los
resultados (fig. 5) se observó que ninguno de los dos fragmentos hibridaba con el extremo
5’ de BK6t, lo que indica que probablemente este clon genómico de la BK6 no contiene el
extremo 5’ del gen. El caso contrario, que lo contenga pero la divergencia de los genes sea
tan grande que no se detecte, no se puede descartar aunque no resulta probable, pues los
genes de las queratinas están en general bastante conservados (Steinert y Roop, 1988),
particularmente cuando una misma queratina es expresada por dos o más genes (Tyner y
cois., 1985), y la conservación de secuencia entre K6 y K6* bovinas en la zona secuenciada
(Jorcano y cols., 1984; Rlessing y cols., 1987) no hace suponer que los extremos 5’ vayan
a ser divergentes.
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Rg. 5. Mapa del clon genómico XK6 en el veaor XEMBL3 conteniendo
presumiblemenre el gen de la BK6 (‘Jorcano, comunicación personal). Debajo se
muestran los fragmentos mínimos de las digestiones con Bglll, Pvu¡I 6 XbaJ que
bitridizan con el cDNA de la BK6 o con el mRNA total de hocico de vaca.
El mínimo fragmento capaz de hibridar con el cDNA de BK6 era uno PvuII-PvuII
de un tamaño de 1 .9 kb. La hibridación con el RNA fue débilmente positiva y su patrón fue
muy semejante al observado para el cONA. Puesto que tanto el RNA como el cDNA
hibridan solamente con el extremo izquierdo del clon XK6 (fragmento A), y el extremo
derecho (fragmentos B y C) ofrece un resultado negativo, estos resultados sugieren
fuertemente que este clon genómico no contiene el extremo 3’ de la BK6, sino que está
truncado en algún punto intermedio, conteniendo sólo la parte 3’.
Para comprobar hasta que punto del gen abarcaba el clon XK6, se secuenció parte
de éste. El fragmento Sall-PvuII (0.9 kb), que se encuentra en el extremo izquierdo del clon
genómico, en la zona que hibrida con el RNA (ver fig. 5) se subclonó en M13 y se
secuenció parcialmente por el método de Sanger y cols. (1977). La secuencia demostró que
este fragmento a la izquierda del clon genómico incluía el primer intrón y parte del segundo
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ctttttccctpta_GTc CGa TTC CTA GAG CAO CAO AAC AAG GTc CTG
Val Arg Phe Leu Glu Cm Cm Asn Lys Val tau
GAC AaC AAG TGG ACC tTG CTG CAO GAG CAG GOC ACC AgO ACT
Asp Thr Lyz Trp Thr tau tau Cm Chi Chi <Uy 21w Lym flr
OTO AOO CAO AAC CTG GAG CGt TTC TTC GAG CAO TAC ATC AAC
Val Arg Glu Asn Leu Glu Pro Leu Plie Clii Cm Tyr Ile Asn
AAC CTC AGO AGO CAO
Asn Leu 1~.rq Arq Gin
Fig. 6. Secuencia parcial de la zona codificante del fragmento PvuII-SalI del clon
¿«nómico >3<6. El mirón, así como aquellos nucleótidos de la zona cod(ficante que
dWeren de la secuencia de la queratina humana 11K6 (todas las divergencias son
conservativas) se representan en minúsculas. En cursiva se representa el área
correspondiente al espaciador 1,4. Un sirio de restricción PstI está subrayado.
exón del gen de la BK6, concretamente parte de la a-hélice y el espaciador lA. La figura
6 muestra esta secuencia en su parte codificante y su relación con la zona correspondiente
de la queratina humana HK6. La figura 7 muestra un esquema general de la posición del gen
de la RK6 en el clon genómico XK6. Según estos resultados, en este clon genómico no se
hallaba el promotor del gen de la RK6, ni el extremo aminoterminal del mismo, sino que
este clon genómico abarcaría desde el primer intrón de este gen en adelante, siendo por tanto
inadecuado para nuestros propósitos.
3.1.2 BUSQUEDA DEL GEN BK6.
3.1.2.1. Preparación de la sonda
Decidimos entonces buscar en la genoteca otro clon que incluyese el promotor de este
gen. Para ello era necesario disponer de una sonda específica que no hibridase con los demás
genes de queratinas, particularmente con el de la RK6*. Habida cuenta de que la homología
de secuencia es elevada, especialmente en la zona que codifica los dominios centrales
(incluyendo la a~hélice), quedaba descartado realizar cualquier tipo de sonda a partir de esta
zona. Igualmente, la búsqueda con el cDNA habla dado lugar previamente al hallazgo de
un clon incompleto, sugiriendo que no hay ningún clon genómico que contenga el gen
completo, sino que este se halla partido. Se decidió entonces utilizar un intrón, con la
esperanza de que una hibridación en condiciones de lavado rigurosas fuera capaz de
seleccionar únicamente clones que incluyeran solamente el gen de la RK6. Decidimos utilizar
el primer intrón del gen, por un doble motivo: primero porque conocíamos su localización
y parte de la secuencia, y segundo porque al ser el más cercano al extremo aminoterminal
existían más posibilidades de encontrar un clon que contuviese una adecuada longitud del
promotor.
La secuencia del fragmento SalI-PvulI del clon 6.5 kb de la BK6 (fragmento A de
la figura 5), que incluye el primer intrón del gen, muestra dos sitios de restricción l>stl, uno
de los cuales se encuentra justamente en el borde entre intrón 1 y exón B, haciéndolo un
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flg. 7. Esquema de la caracterización del clon genómico >3<6. A, mapa del clon.
11, mapa del suhúlon de 6.5 kb (fragmento A) que hibrida con el cDNA y RNA de
BK6. C, el fragmento Pvull-Sal¡ de este subclon fue a su vez de nuevo subclonado
y parcialmente secuenciado, en la zona indicada por la caja (esón B) y la flecha
(intrón 1). D, localización de esta secuencia dentro de la estructura general de los
genes de las queratinas de tipo II. Los recuadros indican los ¿‘sones, las líneas, los
intrones. Escala: A, ¡ kb. fi, 0.5 kb. C, 03 kb. D, 0.4 kb.
candidato idóneo para obtener una sonda libre de exón (figs. 6 y 7). Así pues, se cortó este
plásmido y se purificó un fragmento PstI que fue subclonado en el sitio de restricción ¡‘sil
del vector pUCI9.
3.1.2.2. Amplificación de la genoteca
Una genoteca de DNA total de vaca en el fago X-EMBL4 fue amplificada en dos
pasos según se describe en Métodos. Se obtuvo un título de 4 10’ ufp/ml.
3.1.2.3.Búsqueda en la genoteca.
Se prepararon 5 placas Nunc de 22x22 cm con 2.5~ 10’ ufp cada una (la máxima
densidad de placas en la que éstas no se mezclan entre ellas), con un total de = 1 .2$ lO~ ufp.
Estas placas se transfirieron a nitrocelulosa utilizando básicamente el método de Benton y
Davies (1977), modificado según se describe en Métodos, y se hibridaron durante toda la
¡.1?
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noche con la sonda marcada con ‘2P por nick transíation. Se efectuaron tres lavados de unahora cada uno en O. lx SSC, 0.5% SDS a 590C con agitación. Como resultado de esta
hibridación aparecieron 33 clones positivos. Debido a la casi confluencia de las placas y al
pequeño tamaño de éstas, era prácticamente imposible aislarlas individualmente sin
contaminarías con las adyacentes, por lo que se optó por picar las placas positivas, diluirías
en tampón SM y volver a plaquearlas, esta vez en placas de Petri de tamaño normal. Se
transfirieron a membrana igual que la vez anterior y se volvieron a hibridar con la misma
sonda y en las mismas condiciones. En este caso, de los 33 clones iniciales, sólo 22
resultaron positivos, aunque algunos eran débiles y poco abundantes. Estos fagos positivos
se volvieron a picar y a diluir en tampón SM. Se titularon entre 10’ y 10 ufp/ml. Los
resultados de esta segunda hibridación fueron:
Clones claros, presumiblemente bien aislados: 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, lO, 11, 17, 22,
23, 24, 28, 30, 31.
Clones débiles, para repetir: 4, 12, 21, 26, 32, 33.
Clones negativos: 1, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 25, 27, 29.
Se preparó una nueva sonda recién marcada para volver a hibridar los clones. Se hizo
de nuevo en las mismas condiciones que en el caso anterior, utilizando placas con 100
colonias. Ninguno de los clones que en la hibridación anterior resultaron negativos dió
ninguna señal. En los otros, los resultados fueron:
Positivos fuertes: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 24, 30, 33.
Positivos (lébiles: 2, 3, 10, 17, 23, 26, 28, 32.
Negativos: 11, 12, 21, 22, 31.
El sorprendente resultado obtenido con los clones n0 11 y 22 (fuertemente positivos
en la primera hibridación, negativos en la segunda) nos llevó a hacer una tercera
hibridación. Estos clones II y 22 fueron replaqueados a partir de los tubos iniciales,
recogidos de la primera placa positiva. El resto de los clones positivos también fueron
plaqueados, salvo el clon n0 9, que no volvió a crecer nunca más, pese a intentar
recuperarlo en diferentes ocasiones y por múltiples medios.
Las placas fueron de nuevo transferidas a nitrocelulosa e hibridadas en las mismas
condiciones que las anteriores. Los resultados fueron:
Positivos fuertes: 5, 7, 8,10,17, 23, 24, 30, 32, 33.
Positivos débiles: 2, 3, 4, 6, 28.
Negativos: 11, 22, 26.
No crecen: 9.
3.1.2.4 ,4nalisis de los clones
Aunque todos los clones arriba obtenidos presentaban hibridación positiva con el
primer intrón del gen de la BK6, era posible que no todos abarcasen la zona de interés, es
decir, el promotor del gen. Puesto que no se disponía de sondas para esta parte del gen, y
de nuevo asumiendo la suposición de que existe una fuerte homología entre las queratinas
39
BK6 y BK6*, se realizó una hibridación de los clones positivos con la parte 5’ del gen de
la BK6*, en condiciones no muy restrictivas. También se realizó otra hibridación con una
sonda específica del gen BK6, correspondiente a la zona 3’ no traducida del RNA, para
determinar que clones se extienden hacia el extremo 3’. Para ello, se picaron en placas de
agar blando (0.8%) con bacterias E. coli Q358 todos los clones positivos del ensayo
anterior, y se incubarui durante toda la noche a 370C. El ensayo se hizo por triplicado, cadaplaca se pasó a un filtro de nylon y se hibridó con una de las sondas marcadas por nick
transíation: BK6*~5’, BK6-3’ y la sonda que contiene el primer intrón de la RK6,
anteriormente utilizada. Los lavados se hicieron en 0.IX SSC, 0.5% SDS a 600C, y los
resultados fueron los siguientes:
Intrón: todos positivos.
BK6-3’: positivos fuertes: 23, 24.
positivos débiles: 3, 4, 8, 28, 30, 32.
negativos: 2, 5, 6, 7, 10, 17, 33.
BK6*~5’: positivos fuertes: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 17, 28, 30, 32, 33.
positivos débiles: 10, 23, 24.
clon sonda
123456789101112131415161718 intrón <1)
—++±±±++± + + + — — — — + —intr6n <2)
+±±±±+++ + - - + intrón (3)
+ ±±+ ±++ + - + intr6n (4)
— + + — — — + — — BK6—3’
+ + BK6*-5’
21<6*45 645 2 5 Tipodeclon
clon sonda
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 intr6n (1)
— — ± + + + — — + — + + + + intr6n (2>
— - ± + + + — ± + intr6n (3>
- + + - + + + + intrón (4>
+ + + + + — BK6—3’
+ + + + + + BK6*—5’
1<61<6 5 4 4 6 Tipo de clon
Tabla JI. Resultado de la hibridación de los 33 clones positivos encontrados en el
primer sondeo de la genoteca, con tres sondas: Intrón ¡ de la BK6 (cuatro
esperimenta~); 81<6-3’, fragmento 3’ no cod4ficante de la 1<6; BK6t~5’,fragmento
5’ cod<ticante de la 8K6*. Los clones se pueden agrupar, según su patrón de
restricción, en los distintos tipos que se indican abajo en cursiva.
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flg. 10. A>. Mapas de lay cuatro clones genómicos >4, X6, XS y >40, mostrando sus
extensiones relativas sobre la zona que cubren. 8). Mapas más detallados de los
clones >4 y >35. Las zonas que aparecen en recuadros fueron subclonadas
posterionnenre. 8, BglIl. E, EcoRI. 1’, PvulI. 5, SaIl. X, Kiwi. Todos los sitios Salí
proceden de los vectores.
La hibridación de diversas digestiones de los cuatro clones nuevos con las sondas
anteriormente citadas permitió efectuar mapas de restricción y determinar cuales son los
fragmentos que hibridan con cada una de las sondas, descubriéndose entonces que los cuatro
clones se solapan entre ellos, abarcando en total una extensión de unas 20 kb. La figura 10
muestra el mapa y posición relativa de estos cuatro clones.
Nos centramos en dos clones para hacer el estudio en profundidad de este gen. Estos
dos clones, X4 y X6, abarcan toda la extensión del locus. Como primera aproximación, se
subclonaron en pUCl9 dos fragmentos de estos clones que hibridaban con la zona 5’
codificante del gen de la BK6*: el fragmento SalJ-EcoRI (de 7 kb) del clon X4, y el
fragmento SaIl-EcoRí (de 4.2 kb) del clon X6 (ver fig. 1DB). Estos clones recibieron los
nombres de pX4 y pX6, respectivamente.
Los clones pX4 y pX6 fueron mapeados en profundidad con diversas endonucleasas
de restricción (fig. 1GB) y estas digestiones fueron hibridadas de nuevo con sondas para el
primer intrón y zona 3’ no codificante de la BK6 y la zona 5’ codificante de la BK6*, en
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TYRKLLEGE (Hanukoglu y Fuchs, 1983; Albers y Fuchs, 1987), además de todo el
extremo carboxiterminal y la zona 3 ‘no traducida hasta la señal de poliadenilación. Esta
sonda se hibridó frente a los cuatro clones genómicos )..4, X6, KB y >40, realizgndose los
lavados a 600C en 0.5% SDS y lx SSC. Se comprobó que no hibridaba ningún fragmento
adicional (fig. 12), lo que indica que este gen no se haya en las cercanfas de ninguno otro
gen de queratinas.
CCA CAA OTC AAC ATcTGTAAGTACTTCCACCTOCCCCCATCCCCTCCCCTTGTCTCCCTTGAC
Gly Clii Val Aen
TGGATTCTOTOOCACAOTCAGCTCACCATCCTCGATACTCACTTCTCCCTTTOACTCAACCGTCTCA
CTCATOATCTTOTAGCATTCTOATCTGTCCATTOTGTCAGCCTCTCACCTCCTACO TGCAT
CCCCTGCAGCTcGACTCTACAOG ATC ccc OTO CTC CAO TCC ACT OTC TCT CGT CCC
Ile Pro Val Val Cm ser Thr Val Ser Gly Cly
TAT CGT CGT GCT CGT CCC TAT CGT CGT CCC ACc CGT CTC CCC ACT CCC TTA
Tyr cly Cly Ala Oly <Ay Tyr Oly Cly Ala ser Gly Leu Cly Ser Cly Leu
CCC OTO ACT OCA OCA AGT OOC TAC TCC TAC ACC ACO CGT CAC ACO CTT OCA
Gly Val Ser Gly Cly Ser Gly Tyr ser Tyr Ser S~r Gly Hin Ser Leu Oly
CGT CCC TTC AOT TCT CCC AOT Ccc AGA CCC ATA OCa TCT CCC TTt 000 TOC
Oly Cly Ph. Ser Ser Gly Ser Oly Arg Ala 11. Gly Cys Cly Ph. Gly Ser
TCT CCC CCC ACC ACT WC ACC ATC AAA TAC ACC ACC ACC ACC TCC TCC TcC
ser Cly Gly Ser ser Ser Thr Ile tys Tyr Thr Thr Thr mr Ser Ser Ser
AOC ACO AMI CCC TAC AAC CAC TCA ACTCCTGTCATOOGCCAAGCTCCCACAATGTCTCAQ
ser Arg tye Cly Tyr Lys Hie
GCTCCcTCTGTTOCTTTCCACTCTCCTCcATTGCTTTATCTTTCCTCCTTCCTTTTCTTACTCCATTGA
ATTAAAACTCCAAGCTOTCCGTCAGTGTCCTCGACTCTCCTCTCTCCCAAAACCTCTTGCAACTOAGCT
TCcATTOTTCAcCATTOCAAGGTTGTTACTTOGCTCCTAGTCCAGACAGCCTAATCCCACTTACTTTCT
ACTGCCCCACGACATCCCAcTTACTTTCTACTGGCCCAOOACATCCCATCTCAOATGTTGTCTTCCTCC
CTTGCAOTCTATTGTGAAACCACAACTCACTAGTTCTATOATCTACACOATTGTACCCTOTCAGTGCAT
OTGCCTCATGCATGCATTTOCTCACTCTATTCCTGAAATGAAAGCACAGGTATtATATAGATOTOTGGT
TTCACATACCCATTTCTTTOTCAAAAATGOTTCCTGAOCTTTTCACCTOACACATOAAGCATACTTCTC
AGOcATCAACCACACTCCCCACCcCCATATCcCTCACTCOOTTCCTCTAOACAACTTCAACAAACAGCA
GCTTCCGATACTOATAATCAGCTTTCTCTCACACATACAATTTAATCCAflTCTTTOGCAACTGTAATG
CCAOOACTCTCOTCCACCATCACOTATACTCTGCTTTTTATTCTTCCGGCCAACTGTAACTCAATTACT
CTCTCCTCCTAAGACCACCACTCAACCACACTCAAOGTCAACTCTTAATOTTCATTTCATTTCAGAATT
ATGTTTGTCCCCCATCACAOCACAACAACATTTAGCAATTAAATACCATATTTOATTTTTATTTAGACT
TAACTTCCTAACAACAAACTTOCCTOACAAACTATCATCAAOGATAATTAAAGCGTATGTACTTTTGA
ATCCAAAATTCTA
Hg. 13. Secuencia de la parte 3> del gen de la queratina bovina K6c. Las zonas que
codifican <‘sones están traducidas. Los únicos tres cambios en la Zona cod(ficante con
respecto a los genes de la queratina K6 y K6* se muestran en minúscula. La señal
de poliadenilación está subrayada.
3.1.2.6. Secuenciación del extremo 3’
Abordamos el estudio de la secuencia del plásmido pX4 (7 kb) por incluir éste tanto
la zona 5’ como la 3’ codificante (ver fig. 11). Para ello, varios fragmentos de restricción
de este plásmido fueron subclonados en el vector M13 y secuenciados por el método de
Sanger y cols. (1977). Algunos fragmentos demasiado largos para secuenciados de una sola
vez fueron parcialmente delecionados utilizando la exonucleasa Bal3 1 y reclonados de nuevo
en M13 tras realizar un rellenado de extremos con la polimerasa de Klenow.
En la figura 13 se muestra la secuencia del fragmento Pvull-EcoRI del clon pX4, que
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contiene el extremo 3’ del gen. Se secuenciaron en total 1.5 kb, de las cuales 0.5 estaban
por detrás de la señal de poliadenilación. El resto de la zona secuenciada incluye un
fragmento del penúltimo exón, el último intrón y el último exón completos y toda la zona
3’ no traducida. La figura 14 muestra un esquema de la zona secuenciada, junto con los
clones que se utilizaron para secuenciaría y la extensión y orientación de cada lectura.
La secuencia de la zona 3’ del clon pX4 reveló que este clon no pertenece al gen de
la queratina BK6, sino que codifica una nueva queratina, distinta de la BK6 y BK6*, que
hemos llamado BK6C. Del análisis de las secuencias se observa que la zona 3’ codificante
de la BK6c muestra una casi total homología de secuencia con la correspondientes zonas del
cDNA de la queratina BK6 (Jorcano y cols., 1984) y el 3’ del gen de la BK6* (Blessing y
cols., 1987), encontrándose sólo tres cambios en todo el último exón, de los cuales solo el
primero es no conservativo (Cys--*Pro), lo que supone un 99% de identidad. Sin embargo,
en la zona 3’ no traducida los tres clones son diferentes entre si (fig. 15), habiendo
aproximadamente un 80% de homología entre cada dos de ellos. Debido a la muy alta
variabilidad de esta zoila, la similitud hallada en esta secuencia en los tres genes sugiere que
codifican proteínas extremadamente similares.
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Hg. 14. Zona secuenciada y estrategia de secuencia del ¿‘¿tremo 3’ del gen de la
queratina K6c.
3.1.2.7. Expresión de K6c
Para determinar la posibilidad de que este clon codificase un pseudogen, decidimos
comprobar su expresión mediante análisis de RNA por Northern blol. Para ello, y puesto
que los tres genes presentan una altísima homología, si no similaridad, en las zonas
codificantes, decidimos preparar sondas que abarcasen la región 3’ no traducida del mRNA,
única con un = 80% de homología.
Para la obtención de la sonda específica del gen BK6c, se partió de una de las
deleciones utilizadas para la secuencia del extremo 3’ (ver fig. 14). Este clon se extiende
desde cerca del final de la zona 3’ no traducida en dirección 5’, hasta el sitio PvuII. El
inserto de este gen fue separado del vector M13 en que se hallaba y reclonado en el
A
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consenso TCAACTCCTCTCATCGCC~CAACCTCCCACAATGTCTCACCCTCCCTCT
316 T
316* T
3K6C
consenso ~
316 CCAT CACACC TG CC CCACT A CTTT
316* CCAT CACACC CA AT CCCCT ti CCTT
B16C OTTC TC-A-- C— CC TACTC ti TC-—
consenso C-T-TCTTACT---TT-A-~TTAAACTGA T--GTC
316 A C --- A T C A GTTAT CA e
31<6* T C CC- G ti C A GTTAC TA
316c T T CCA G A A O ACCTC CC AGTGTC T
consena Tc--C-CTCT-CCAA—ACCTC-T TOAC-TTCC-—TOTTCA
31<6 TTCA -TC C T CCTACC C AC
316 CTTA TTT O A TACCCA o CT
BK6c CCAO TCT C A TCCAAC O AT
consenso -CATTCOAA-—T TT--GTCCTA-TCCA--ACACCC-AATCC-
31<6 0 -A TAACTA TO O -O - TC
31<6* e CC CACCTC CA O TA O CA
B16c O CG TOTTAC CO O —C T CA
consenso CTT-CTTTC-ACTCCCCCAGCA--TCCC-TCTCACA~TCT¶IMTG4CC
31<6 0 0 Aa o CC CA
3K6t O O CA A CO A T
BK6c A T CA A -— O T
consenso TCC-TT-CAOTC—ATT-—-AAAO-A-AACTOACT-OTTCT-TGATCTAC
31<6 A T — tiTO CC O T
BK6~ CC — ACT TC O T
CO T OTO CC A A
consenso ACC-T TCT AT T--TCT-T-C-—TCC--TTT-
31<6 0 U CTTCO GT T O TO TO o
31<6* 0 T COCTO CC T O TC TO T
BK6c A TOTACTO CAOTOC OTOCO CA A G A- A- O
consenso OTO AC-TCTATTCCT-AAAT-AAAOC-GAT-TAT-ATAT
31<6 T - - T T C
31<6* TTTTAGCA T - - A T A.
316c O O A C O
Hg. 15. Comparación de las secuencias de las zonas 3> no traducidos de los genes
de las queratinas bovinas BK6, BK6* y BK6c. Cuando existe consenso, este se
muestra en la hilera superior La señal de poliadenilación se muestra en negrita.
plásmido pGEMI, para obtener un polylinker completo. De aquf fue de nuevo extraído,
purificado y digerido con la endonucleasa de restricción AluI. Se purificó de agarosa una
banda de 140 pb, que se reclonó en el vector pUCíS digerido con &oRI y SmaI. Se
comprobó mediante secuencia que uno de los clones, que recibió el nombre de K6c-3’,
portaba el fragmento correcto. La sonda cubría una extensión de 150 pb en la parte final de
la zona 3’ no traducida, con una divergencia del 17% con cada uno de los otros dos genes,
BK6 y BK6* (ver fig. 15).
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3.1.2.8. Secuenciación de la wna 5’
Una vez vista la existencia de tres genes diferentes, se planteé el problema de si estos
tres genes se podían considerar como tres formas diferentes de la queratina 6 o si el nuevo
gen tenía menos relación con los genes de las queratinas BK6 y BK6*, debiéndose
considerar entonces como una queratina diferente. A la vista de que los extremos
carboxiterminales eran virtualmente idénticos para las tres proteínas abordamos el estudio
de la zona 5’-codificante con objeto de determinar la posible semejanza entre ellas, puesto
que las zonas N- y C—terminales son las más divergentes en las queratinas (Steinert y Roop,
1988).
Para la secuencia de esta zona se utilizaron los fragmentos EcoRl-Bg 111, EcoRI-PvuII
y PvuIl-Pvull del plásmido pX6. Todos estos fragmentos hibridan con la parte 5’ codificante
del gen de la queratina BK6*, y los dos primeros lo hacen con el intrón de la BK6 (Fig. 11,
nótese que pX4 está donado en SalI-EcoRl, mientras que pX6 lo está en EcoRI-SalI, fig.
10). Estos fragmentos se subclonaron en M13 y se hicieron deleciones seriadas de ellos con
la exonucleasa Bal3l. La figura 17 muestra la estrategia de secuencia de estos clones y las
distintas lecturas realizadas.
¡icoR! Afl?G P’vull a hélice Bg/lI PvuIl
1 ni aL __ __-—___________________
ti
Ñg. 17. Estrategia de secuencia del extremo 5’ del gen de la K6c. Las flechas
indican las distintas lecturas de secuencia que se hicieron de esta zona. La posición
del primer mirón y el comienzo de la a-hélice están indicadas.
En total se secuenciaron unas 2000 pb del extremo 5’ del gen de la queratina BK6c,
entre unos 600 ph de la zona 5’ no codificante, el primer exón y el primer intrón al
completo, y parte del segundo exón. La secuencia de esta queratina, que se muestra en la
figura 18, presenta algunos rasgos notables. No se puede comparar por completo con la
BK6, por carecer de datos sobre la secuencia de esta última, pero si se puede comparar con
las correspondientes zonas de la BK6* (Blessing y cols., 1987) y la queratina humana HK6b
(Tyner y cols., 1987). La figura 19 muestra la comparación entre las secuencias del primer
exén de las queratinas K6* y K6c. Este exón abarca toda la zona aminoterminal y el
comienzo de la a-hélice. Se puede observar que las dos proteínas son muy parecidas en esta
zona, habiendo entre sus genes sólo seis cambios de base conservativos y cinco no
conservativos (96% de identidad). Además merece mención especial la existencia en la K6c
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1 GAATTCCATG AGAGTGTAGA GGATATAAAA CGGATCATGA GAA.ATTAATT
51 TTTATA.AAAT CCAGTGATAG GCATACAGAG ACCCATTTAT A’rTGCAAATC
101 TACATACCTA CCTGTGGGAA ATTTTGAGGA. AAGCAAA.AAA AAAGTCATGT
151 TTAGCTTCTG TAATTAATGA CAAACATAAT AATTATTATT GTAAGAAAAG
201 CTAGGCTATT TTGCTCTCCA GGATTTOTGG CTGGTGGGTG AAACACCACG
251 GCAAATGAGC CTCAGTACAT TTCACACACG AGCATTACAT CGAGAACCTT
301 TGTGTGAGTT GCTGACTAAC TCCCAGCTCA GTGAGTTGAG ACTAGTCTTA
251 CTGTACTCAG AGCTGTCAAA GCTGGAAGGC AGGAGAAATT TTCCCTGACT
401 AAAGGAAACC AAATATGCAA TCTTCACATT TCTAACTTTC TAATAAACCA
451 GATGTGATCT CACTCTTTGT AAACCCTGGC CCTTCCCAAC CTGCAGGCTC
501 ACCTTCCAGG ACTGAGCCCA GCCCATTTTC TCCATATATA AGCTGCTGCT
551 GGGAAGCTCC TCTTACAGAC CTGCTCCTCT CAGCTCTGCA CTGCACCCCT
601 CGCTCCTTCO TCAGTCTCTG CTTCTTCAGG AACCATGTCT TGCAAATCCA
651 CCGTGAAGAC CCAAAGCATC AGCCGCAGGG GCTTCACTGC CGGCTCAGCC
701 AGAGTCCCTG GGGTGTGOCG CTCTGGCTTC AGCAGCGTGT CCCTGTCCCG
751 CTCCAGGGGC AGTGGCGGCC TCGCTGGAGT GTGTGGAGGA GCTGGCTTTG
801 GCAGCCGCAG CCTGTATGGC CTGGGGGGCT CCAAGAGGAT CTCCATCGCA
851 GGGGGCAGCT GTGCCATCGG TGGTGGATAT GGCGGCAGAA TTGGAGTTGG
901 CTATGGCTTC GGGGGTGGAG CCGGGAGTGG ATTTGGTTTT GGTGCTGGGG
951 CTGGTAGTGC CTTTGGGCTC GGTGGTGGAG CTGGCTTCGG ACGTGGCTTC
1001 GGTCGTCCTG GCTTCCCTGT GTGCCCCCCT GGAGGCATCC AAGAGGTCAC
1051 CGTCAACCAG AGTCTCCTGA CTCCCCTCAA CCTGCA.AATC GACOCCACCA
1101 TCCAGCGGGT GAGGACTGAG GAGCGGACAG AGCATAGCCC CATCACAGTT
1151 GACCAGATCA AGaCCCtCaa CaaCaagttt gtCtccttCa tCgacaaggt
1201 gagctgggag CatCtgOCCt agtggggatt goagagtgcc caagagagcc
1251 aaotaagaga cotgttotao oggagqgaga Ctcrqggggag aggagggtgg
1301 gactcaggcg agctctccae tgggatacag gacaggttae atgtggaccc
1351 oaqgoagaag gtgatggaaa tcatttataa ttaotoatgg ccccattcct
1401 qooaaqgaaa tagtcaoagt tcttgacaat ootgaaggaa agaacaggaa
1451 atqaqagaat gcaatgagat ggottgatot tctggatggt ctaagaagtt
1501 aaaaqgqtat tgCagtggaa actgoatttg agtoatagat OgatgCtgga
1551 tqgaggaaag aaagcaaaaa acaaaggagt tgaggaaacza aotoaagtat
1601 atatCoataa ggactttgta tCagoCggat toatgcacta tatgggaaac
1651 aagattaaat tcaatcatta tagaattgga atCtaatcat tagattataa
1701 aoatCtgata tcootttaao tgaggCatgt gotttgtaaa agctCtgtgc
1751 aataggagaa aaatgotatg ataaaatata tttgtgcttg ttcttgtoac
1801 gaggaaqaoa gaagggttga aaqtCaCtga Ctgacagtct CCataagtga
1851 gagqaqgaac atctqacaqo tcottgggaa aottggCCat gagatctgtg
1901 tqgtgtaaag ctaaagaqtc aggggagoag aactgtcage ctctgtacag
1951 gctctggagc agcgcagcac caccagacca ocagatoage ctgggacttg
2001 toaactCaoa gataacoatc ttgttggotg cagGTCCGAT TCCTGGAGCA
2051 GCAGAACAAG GTCGTGGACA CCAAGTGGAC CTTGCTGCAG GAGCAGGGCA
2101 CCAGGACTGT GAGG
¡Ng. 18. Secuencia parcial de nucleátidos del gen de la queratina BK6c. El inicio de
traducción está en negrita y subrayado, y el intrón se representa en minúsculas. El
codon subrayado indica el inicio de la a-hélice.
pero no en la K6* de una duplicación de cuatro aminoácidos (Gly-Phe-Gly-Gly) cerca del
inicio de la a-hélice. La comparación entre los genes de las queratinas bovinas K6* y K6c
acaba aquí, pues no se conoce el resto de la secuencia del gen de la K6t.
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MetSerOysLysserThrvalLysThrGlnserl leserArgArgolyPhe
BK6c 635 ATCTCTTCCAAATCCACCGTCAAGACCOAAAGCATCAGOCGCAGGGGCTT 684
BK6* 672 ATOTCTTACAAATCCACTCTOAACACCCAAAGCATCACCCGTAAAGGCTT 721
Tyr Ly e
SerAmaolyserAlaArgValrroolyValcysArgSerGlyPheSer
685 OAOTCCCCOCTCAGCCACAGTCCCTCCGCTCTOCCGOTCTGCCTTCAGCA 734
liii 111111111 11111111111111111111111111
722 CAOTCCCCCCTCACCCAGAGTCCTTGCOGTCTOCCCCTOTOGCTTCAGCA 771
Leu
SerValSerLeuSerArgserArgClyserolyolyLeuAlaolyValcys
735 CCCTCTCCCTCTCCCCOTCCACOCCCACTCGCOCCCTCCCTCGACTGTGT 784
772 CCG’rCTcCCTCTCCCCCTCcACOGGCACCGOcCOcCTCOCTGCACTGTCT 821
OlyClyAlaGlyPheClySerArgSerLeuTyrClyLeuGlyClyserLys
785 CCACCAGOTOCCTTTGCCAGCCGCAGCCTCTATGCCCTCCCGGGCTCCAA 834
liii 11111111 t 11111111 11111111111111111111111111
822 OGAGGAGCTGGC’rTTGCCAOCCOCACCCTCTATCCCCTOCCOCGCTCCAA 871
Argí leSerIleAlaOlyClySerCyeAlaT leOlyOmyCI.ymrCmy
835 CAGCATCTCCATCCOAGOCCGCACCTCTCCCATCCGTCCTGCATATCCCG 884
111111111 ¡¡11111111111111
872 OAOOATCTCCATCOCAOOCCOCAOCTOTOCCATCOGTCOTCCATATCCCC 921
OIyArcsIloOlyVtmOlyTyralyFh.GlyGlyamyAlaalyseraLyph.
885 CCAGAATTGCACTTOGOTATGGCTTCGCCCGTCCACCOGCGAGTGCATTT 934
liii 1111111111111111 II 111111111 1111111111111
922 GCAGAATTGCAGTTOGCTATCCCTTCGGACCTCCAOTCOCCAGTCCATTT 971
Val
ClyPheGlyAlaClyAlaOlySerClyPheolyLeuolyClyoíyAmaaíy
935 GGTTTTOCTGCTGCCCCTCOTAGTCCCTTTGCGCTCOGTGGTGGACCTGC 984
111111111 liii ¡11111 111111111 III 111111111111111
972 OGTTTTOCTCCTCCCOCTCOTACTGGCTTTCCOCTCCCTGCTCCAGCT . 1018
PheGlyolyomyPheClyolyProolyPheProvamcyeproproCmy
985 CTTCGGAOGTCCCTTCOGTGGTOCTCCCTTCOCTCTCTOCCCCCCTGCAG 1034
II
1019 OOCTTOOGTGGTCCTACCTTCCcTGTOTCCC loso
Ser
omyr leolnoluValThrvalAsnCínserLeuLeuThrproLeuAsnLeu
1035 OCATCCAAOACCTCACCOTCAACCAGAGTCTCCTGACTCCCCTC~CCTC 1084
4,Cml leAspProThrl leCmnArgValArgThrCluCluArgThroíuuIs
1085 OAAATCGACOOCACCATCCAOCCGGTGAOGACTGACCAOCGGACAGACCA 1134
SerProlleThrvalOluolní leLyeThrLeuAsnAenLy ePheVal
1135 TACCOOCATCACACTTOAGCAGATC~OACOCTC>~ChXACnOTTTCTCT 1184
SerPhelleAsptys
1185 CCTTCATCCACAACgt... 1201
¡Ng. ¡9. Secuencia de la zona codjficante del primer exón del gen de la queratina BK6c
(lineas superiores) y su comparación con la zona equivalente de la BK6* para la que existe
secuencia (líneas inferiores). Las concordancias se indican por una línea vertical. Donde
existen cambios no conservativos se ha escrito también el aminoácido correspondiente a la
BK6*. El inicio de la a-hélice está indicado con una flecha.
51
La semejanza con la correspondiente queratina humana es menor. Las zonas 5’
codificantes de los genes de las queratinas HK6b y BK6c presentan una identidad del orden
del 78%. La figura 20 muestra la comparación entre las secuencias aminoterminales de las
diferentes K6 conocidas por ahora. En la BK6c se puede apreciar la existencia de 8 aa en
la frontera entre el extremo aminoterminal y el inicio de la a-hélice que no están presentes
en la secuencia de la K6b humana (Tyner y Fuchs, 1985). Sin embargo, en el lugar ocupado
por la duplicación de cuatro aminoácidos GIy-Phe-tJly-Gly encontrada en el gen de la BK6*
aparece en el gen de la HK6b una secuencia Ala-Leu-Leu-Cys, mientras que, como hemos
visto, en el caso de la BK6* bovina esta secuencia no se halla presente. El resto de las
diferencias (muchas de ellas conservativas) entre HK6B, BK6* y BK6c están dispersas por
toda la secuencia, si bien parece haber algunas zonas en las que estas diferencias se
acumulan, como son los 38 primeros aa (8 de los 12 primeros za son diferentes entre la
queratina humana y las bovinas), y los za 79 a 96. Además, en todos los casos (salvo uno)
en que hay una diferencia de secuencia entre BK6* y BK6c, la secuencia de ésta última es
igual a la de la K6b humana, lo cual sugiere que la HK6b humana tiene más relación con
la HKÓC bovina que con la BK6*.
BK6 * MSYKST-VKTQSI SRKQFSACSARVLGVCRSGP’SSVSLSRSRQSOOLAGV 49
BK6c MSOKsT-VKTQSISRROFSACSARVPGVORSOFSSVSLSRSROSGOLAGV 49
HK6b MA5TSTTIRSHSSSRRGFSASSARLPOVSRSGVSSISVSRSRGSGGWGA SO
BK6 * CCOAOFGSRSLYGLOOSKRISIAGOSCAICGcTGORIGVGYOFCQGVGSG 99
BK6c CGGAGFGSRSLYGLGGSKRISIAGGSCAIOGcITOCRIGVOYGFCGOAGSG 99
HK6b CQOAOFOSRSLYGLOOSKIUSICGOSCAISGOYG5P.~OAOYOr~GGAGSG 99
BK6t FOFOAQAOSGFGLGGOA----GFQQPSFPVC 126RKEc FGF0AOAOSOFOLOOGACFGCOFOOPGFPVCPPOOIQE~>¿QSMJTPW 149
HK6b FGFGCQAOIGFGLOOOPALLC-FGOPCFPVCPPOOIQEnVIIQSUJT?U1 149
4,
BK6c LQIDPTIQRVPTQQRflHSPITVEQIKn2I)ICFVSFIDK 187
HK6b LQIDPAIQRIOAQQR EQIKTLNNKFASFIDK 179
¡Ng. 20. Comparación de las secuencias de proteínas de las zonas aminotenninales
de las queratinas BK6* (Blessing y cols., 1987,), HK6b (lynery cols., 1983) y BK6C.
Cuando las tres son iguales, se muestran en negrita. La flecha sobre la última fila
marca el inicio de la a-hélice.
3.1.2.9. Secuenciación y comparación de los intrones.
La comparación entre el primer intrón del gen de la queratina BK6c y su equivalente
de la BK6 mostró una muy alta homología de secuencia entre ellos (fig. 21) y explicó por
qué se obtuvieron clones de la BK6C con una sonda para la BK6. Previsiblemente el primer
intrón del gen de la BK6* también está conservado, ya que también fue identificado un clon
perteneciente a este gen mediante el uso de esta sonda. Sin embargo, al desconocerse su
secuencia no se puede especular sobre el grado de conservación de éste.
En este trabajo se ha determinado toda la secuencia de este primer intrón en la
queratina BK6c y gran parte en la BK6. En las zonas en la que la comparación es posible
(unas 600 bases, casi todo el intrón menos el dominio central), la homología es de un 90%,
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superior a la de la zona 3’ no traducida (80%), y ligeramente inferior a la de la zona
codificante secuenciada, lo que sugiere una importante función para este intrón. La
comparación entre ambos se muestra en la figura 21. La búsqueda de motivos de unión a
proteínas reguladoras permitió encontrar algunas posibles secuencias de unión a la familia
de receptores de esteroides, hormonas tiroideas y RA (no se muestra), así como algunos
sitios semejantes a secuencias de reconocimiento para API y AP-2. Curiosamente, todos
los sitios AP-2 y AP- 1 salvo uno de estos últimos sufren alguna discordancia en su secuencia
entre los dos genes. La importancia de dichos sitios en la regulación de la expresión de estos
genes está por determinar, aunque se sabe que en el gen de la queratina 18 existe un
enhancer con un sitio de reconocimiento API (Oshima y cols., 1990).
1 CCCTONNCAACAAONNNNCCTCCTTOATCCACAATCTCAGCTCGGACCAT 44
1111111 IIIIlIIIlIIIIIIIIlIIIIItII II
1164 CCCTCA.ACAACAAOTTTCTCTOCTTCATCGACAACCTCACCTCOGACCAT 1213LeuAsnA.nLyaPheAlaSerPh.t leAmpLys
45 CTNCCOOACT . GCOATTCCACAOTOOOCAACAGAOCCAACTAACACACCT 92
1214 CTCCCCTACTCCCCATTCCACACTOCCCAACACACCCAACTAAGAGACCT 1263
93 CTTCTAOCN... CCAGACTCNNNNNAGAOCAOGGT . NNACTCACGC NCC 128
II
1264 GTTCTACCCGACCOAGACTCOCOGOACAGCAOGGTGCCACTCAGGCGACC 1313
129 TCTCCACTCCCATACACOATCATGCTACATCT . GACCCCAACTACAAOCT 177
1314 TCTCCACTOOCATAOACOA. CACCTTACATGTCCACCCCACCCACAACGT 1362
178 TATCGAAAN.ATTTATAACTACTCATCCOTCACANCCACATTCCT.CCAA 223
1363 GATOOAAATCATTTATAATTACTCAT OOCCCCATTCCTCCCAA 1405
224 CG.AATACTOACAO 236
1406 CCAAATACTCACAC 1419
¡Ng 21. Comparación del primer intrón de los genes de las queratinas BK6 (arriba)
y BK6c (abajo). En algunos casos en que no se ha podido determinar la secuencia
con seguridad se pone una N. La zona codificante ha sido traducida para la BK6C.
Las mitades 5’ de los hurones se muestran en esta página, y las 3’ en la siguiente.
Se subrayan las sirios con homología con las secuencias consenso para AP-)
(FCAGTCA) y AP-2 (GCCCAGGC). Nótese que en algunas casos estos elementos
están invertidos, es decir que el consenso estaría en la cadena complementaria, que
no se muestra. La flecha indica el comienzo del espaciador JA. La numeración del
gen K6c es de acuerdo con la figura 13, la del gen K6 es arbitraria.
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BK6 274 ATCATTAQATTATAA. .CTCTGATATCCCTTTAACTCA. . .ATGTGATT. 317
BK6c 1686 ATCATTACATTATAAACATCTCATATCCCTTTAACTCACCCATCTGCTTT 1735
318 . CTAAACCTCTGTCCAATAGCACAAAAATCCTATCAT.AAATACA.TTCT 364
1736 CTAAAACcTCTCTCCAATACCAGAAAAATCCTATGATAAAATATATTTGT 1785
365 GCTTCTTCITGTCtCGAGGAAAGACAGGAAGGCTTGAAGICtC¶¶¶fflA 414
1786 GCTTCTTCTTCTCACCAGC . AACACACAAGGGTTCAAAGTCACTGACTGA 1834
415 CACTCTCCATAAGTGACAGGCACCCAACATCTCACACCTCCTTGGGCAAA 464
111111 111111111 liii 1111111111111111111111111
1835 CAGTCTCCATAACTGACACC. .ACCAAcATCTCACACCTCCTT.GGGAAA 1881
465 CTTGGCCATCAGATCTCTCTCGTCTAAACCTAAACACTCACCCGACCAGA 514
11111 111111111 ti 11111111111111111 1111111
1882 CTTCCCcATGAGATCTGTGTGCTCTAAAGCTAAACAOTCACCOGACCAGA 1931
515 ACTCTcAGCCTCTGTACACGCTCTCCACCACCCCACCACCACCAGACCAC 564
1932 1i11IIII11III11II 1111111 liii 111111111111111111 II 1981ACTCTCAGCCTCTGTACACGCTCTCCACCAGCCCACCACCACCACACCAC
565 CACATCA~¶¶¶9¶G¶iCTTGTCAACTcACACATAAcCATCTTGTTTcCCT 614
1982 CAGATCAGCCT_CCCACTTCTCAACTCACACATAACCAWTTGTTGCCTG 2030
ValArgPheLeuGluClnClnAsnLysValLeuAspAsnLysTrpThr
615 CCACTCCCATTCCTACACCAGCACAACAACCTCCTCGACAACAACTGGAC 664
2031 CAGCTCCGATTCCTCCACCACcACAACAACGTCCTCCACACCI..ACTGGAC 2080
Len Val Thr
4,
LeuLeuGlnCluHIsGlyThrArgThrValArgGlnAsnLeuClupro
665 CTTCCTGCA CACO AcCACCA ‘ACOCACA
111111 wtttt ¡ ¡it ?T~Ti¡¡; ACCTCCAGCCTT 714
2081 CTTGCTOCACCACCACCCCACCACGACTCTCACC 2114
Cm
LeuPheCluGlnTyrI leAsnAsnLeuArgCluCln
715 TGTTCCAGCAGTACATCAACAACCTcACGAGACAC 749
Continuación de la figura 21 <ver página anterior).
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3.1.3. ANALISIS DEL PROMOTOR DE K6c
3.1.3.1. Preparacion de los clones.
Como siguiente paso, nos propusimos caracterizar el promotor de la queratina K6c
con objeto de determinar en un principio las zonas funcionales de éste y comprobar
posteriormente si la regulación de la expresión de los dos genes, 13K6* y BK6c, se efectuaba
por el mismo mecanismo, es decir, si poseían secuencias reguladoras similares que
respondiesen a los mismos factores de transcripción.
El estudio se realizó a partir del clon genómico X6, que poseía la mayor parte del
gen de la HK6c y unas 9 kb de la secuencia en 5’ (ver hg. 10), conteniendo presuntamente
los elementos reguladores del gen. La estrategia adoptada consistió en acoplar diversos
fragmentos de la secuencia 5’ dcl gen de la K6c al vector pI3LCAT3 (Luckow y Schútz,
1987) conteniendo el gen de la cloramfenicol acetil transferasa (CAT) y comprobar
posteriormente la capacidad de estos fragmentos para actuar como promotor, dirigiendo la
expresión de este gen CAT en células eucarióticas (Gorman y cols, 1982).
Debido al gran tamaño de la zona 5’ de este gen (aproximadamente 9 Kb) al igual
que a la inexistencia de ningún sitio de restricción útil en la zona cercana al punto de inicio
de la transcripción que nos permitiese separar el promotor de la secuencia codificante, se
decidió realizar las construcciones pan los ensayos de CAT en dos fases:
Utilización de las = 600 pb de secuencia conocida del promotor proximal para
obtener un fragmento de DNA que se extendiese hasta algún punto cercano al inicio de la
transcripción.
2.- Acoplamiento de este fragmento al resto de secuencia correspondiente a la zona
en 5’ más distal.
3.1.3.1.1 Obtención delpromotor proximal
Para la obtención de un fragmento de promotor proximal que se extendiese justo
hasta el inicio de transcripción se decidió realizar deleciones parciales con las exonucleasas
ExoIlí y Sí. Se partió de un subclon (procedente del clon pX6) que recibió el nombre de
K&EP y que contenía un fragmento &oRI-PvuIl de aproximadamente 1 kb (ver f¡gs. 10 y
11. En esta última se representa el clon pM, que es solapante con el clon pX6). Este
fragmento incluía = 600 pb de secuencia 5’ inmediatamente adyacente a la zona codificante
del gen (incluyendo secuencias homólogas a la TATA box) y los primeros 250 pb de la zona
codificante. La figura 22A muestra la estructura del inserto de este clon y los sitios de corte
DamE-II (sensible a la digestión con Exollí) y Sph¡ (protegido) necesarios para proceder a las
deleciones. Se determinó primeramente que la velocidad de digestión de la enzima Exolil
para el DNA que estábamos utilizando era de — 35 nucleótidos/minuto para una
concentración de NaCí de 50 mM (esta velocidad varia según las características del DNA
y la concentración de Nací). Así pues, se preparó la reacción y se tomaron 20 muestras en
total a diferentes tiempos en el intervalo que va desde los 2’ 30” a los 30’. Tras ser
digeridas e inactivadas, estas alícuotas fueron religadas y transformadas en la estirpe
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(PÁGINA ANTERIOR) FJG. 22. Preparación de la parte 5’ no codWcante del gen
de la BK6c. El proceso se describe exhaustivamente en el tato. A). El clon K6cEP,
que contiene parte de secuencia 5’ del gen se digirió con las enzimas BamHJ y Sp/rl
y se realizaron deleciones con )Zxo¡¡1 y 51, para eliminar la zona codificante
(indicada por la flecha gruesa» E). Extensión de algunas deleciones de este clon a
distintos lapsos de tiempo, entre 2 y 30’. A la derecha se muestra la fotograifa de
la digestión EcoRI-Iulindl¡l, y a la izquierda su extensión relativa. C). Digestión de
otros clones pertenecientes a las deleciones 4 a 7. D). Secuencia del clon 4.4,
elegido para acoplar al gen CAT. La secuencia en mayúsculas muestra la extensión
de la deleción, la de la derecha (en minúsculas) indica la continuación de la
secuencia de la BK6c. La TA TA box y el codon de inicio de traducción están en
negrita.
las deleciones en un gel de agarosa (Fig. 22B). Se seleccionaron las placas cuyas deleciones
tenían un tamaño similar al deseado (deleciones 3 a 7, entre 6 y 9 minutos de digestión). Se
preparó más DNA de otras colonias procedentes de estas placas positivas seleccionadas, y
se cortó y midió su tamaño como antes (fig. 22C). Aquellas cuyo tamaño estaba
comprendido entre la hipotética señal de capping (determinada según comparación con la
secuencia del gen de la BK6*) y el inicio de traducción fueron secuenciadas por una variante
del método de Sanger (Kraft et al, 1988). La deleción 4.4, que comprendía justo hasta un
nucicótido antes del inicio de traducción (fig. 22D), fue seleccionada para el trabajo
posterior.
3.1.3.1.2 Preparación del promotor proximal
El siguiente paso consistió en el acoplamiento de esta zona 5’ proximal no codificante
del gen de la BK6c al plásmido pBLCAT3. Idealmente este clonaje se deberla hacer en el
sitio del polylinker más cercano al inicio del gen CAT, con objeto de a) no crear estructuras
secundarias que pudieran interferir con la transcripción y b) dejar la mayor cantidad de sitios
de clonaje libres en el extremo opuesto del polylinlcer, lo que permitiría posteriormente
incluir una mayor variedad de fragmentos de DNA para ensayar su capacidad activadora.
Como la deleción dejó disponible solamente un sitio ¡¡mdlii (el más alejado del gen
CAT en el plásmido pBLCAT3), para subclonar este fragmento más cerca del gen se
procedió a digerir el clon 4.4 con Hindilí y rellenarlo con la polimerasa de Klenow, de
forma que quedase un extremo romo, a] cual posteriormente se ligó un linker BamHI
previamente fosforilado. Tras precipitarlo con perclorato para evitar el exceso de linker no
ligado se cortó el plásínido con BamHI (extremo 5’) y EcoRI (extremo 3’), y se doné en
el vector pUCíS. Finalmente, la secuencia quedó así:
(original) GGAACCATG...
(final) . . .GGAACCACGGATCC/polylinker
Iinker LmHI
BamHl es el tercer sitio de restricción, por orden de distancia al inicio del gen, en el
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polylinker del plásmido pTiLCAT3. De esta
promotor pueden ser subclonadas en un sitio
EcoRI
A’
EcoRI
forma, las construcciones de fragmentos de
apropiado de pBLCAT3.
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FcoS! FooPI /
EcoS) Pernil!
+ ~ —600
EcoS) EcoS) Bar,HIK6c5~5kb)pUC
RgIII SiJhI H)ndIII Ram5)
U. _______ ‘-1100
1— — .rn 43000
~W -4600
Fo. o 5 1
EornHl
1<605 ‘( W9kb)pB
EcoSI [laroHí
¡ _______________________ _ ~il- 7’~00
________________________________________ 1 -10000
7500)
BoFlI •.460r1)
So” ¡ -3000!
¡ CAT
L9AT
OlndH< [-¡¡00)
EcoRí (-630) Cg
AS.1 -532) CAl
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¡Ng. 23. Evquema del clonaje de las distintas deleciones del promotor del gen de la BK6c.
A) De arriba a abajo: a partir del clon genómico X6 se prepararon dos plásmidos,
conteniendo uno un fragmento EcoRI-EcoRI de 4.3 kA’ (clon 4.3) y otro la zona proximal (-
600, ver fig. 22). Estos dos insertos se ligaron para dar el plósmido K6cS’(Skb)pUC.
Posteriormente se doné el fragmento SaIl-EcoR! del clon X6 en Bluescript, y en el se
incluyó el inserto del plásmido K6c5’(Skb)pUC para obtener otro plásmido llamado
K6cS ‘(IOkb,)pBS que contenla JO kb de secuencia 5’ no codificante delgen. A partir de estos
dos plásmidav se extrajeronfragmentos seriados de d<ferente longitud (1. ¡ a JO kb) cortando
con BamHl y otra enzima de restricción, y e~stos fragmentos se subclonaron en el vector
pBLUIT3 (fi).
Sal)
6
EcoS)
Salt
SA! Yha)
EooPI EooRI
.J +
EcoS)
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Th000)
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3.1.3.1.3 Preparación de los clones conteniendo la parte dista! del promotor.
La figura 22 ilustra esquemáticamente el proceso en el que las parte en 5’ restantes
fueron religadas al fragmento de 5’ anteriormente delecionado, con objeto de obtener toda
la secuencia del 5’ no codificante de este gen, separada de la secuencia codificante. Debido
a consideraciones respecto a los sitios de restricción disponibles para efectuar los necesarios
clonajes, se prepararon dos plásmidos conteniendo dos cantidades diferentes de zona 5’ no
codificante. Primeramente se obtuvo por digestiones parciales del clon genómico X6 un
fragmento EcoRlIEcoRl dc 4.3 kb dcl 5’ distal y se subclonó en el plísmido que contenía
la secuencia dcl 5’ proximal. Este plásmido que contenfa las 5 kb de secuencia en 5’
inmediatamente adyacentes al inicio de la traducción recibió el nombre de K6cS’(5Kb)pUC.
Para poder donar el último fragmento Sall-EcoRI junto con el resto del promotor,
y debido a que sus sitios de restricción eran incompatibles con la estructura del polyllnker
de pBLCAT3, se procedió a subelonar éste fragmento SalI-EcoRl en el vector Bluescript,
y posteriormente se le añadió el resto del promotor procedente del clon K6cS’(5Kb)pUC.
A este plásmido, que contiene las 10 kb de secuencia en 5’ de la BK6c, se le llamó
K6c5’(IOKb)pBS. Todos estos clonajes se comprobaron exhaustivamente mediante mapas
de restricción e hibridaciones por Southern blot.
Finalmente, para preparar los clones definitivos, los plásmidos K6cS’(5Kb)pUC y
K6c5’(lOKb)p135 fueron escindidos con la endonueleasa de restricción BamHI en el extremo
3’ de sus insertos y con las enzimas Hindlll, Sp/ii, Bglll (en el caso de K6cS’(5Kb)pUC)
y Xhal y Salt (para K6c5’(lOKb)pBS) y ligados a vectores pBLCAT3 con los sitios de corte
adecuados. Los clones positivos fueron purificados por medio de centrifugación en gradiente
de CsCI y se usaron para transfectar.
3.1.3.2. Actividad del promotor de la K6c.
Se abordé la identificación de las zonas reguladoras en 5’ del gen de la BK6C
mediante transfecciones con las construcciones arriba realizadas. Estas transfecciones se
realizaron en células de la línea BMGE±H,originaria de epitelio de glándula mamaria
bovina y cultivada en presencia de hormonas (insulina, hidrocortisona y prolactina). Esta
línea expresa las queratinas BK6* y BK6c (pero no BK6, ver anteriormente), BKI6, BKS
y BKI4 (Schmid y cols., 1983). En la figura 25 se muestran algunos de los experimentos
realizados. Se observó que la actividad máxima era producida por el fragmento Hindilí (-
1100) del promotor. La actividad del fragmento inmediatamente menor (EcoRí, -630) era
aproximadamente la mitad de la del fragmento -1100, sugiriendo la existencia de varias
zonas reguladoras responsables cada una parcialmente de la actividad transcripcional.
Cuando se ensayaban fragmentos de promotor mayores de 4100, la actividad disminuía (si
bien en un caso la deleción Sphl, -3000, daba una actividad similar a la del fragmento
J-lindlll). La expresión en todos los fragmentos mayores fue muy baja, sugiriendo la
existencia de un elemento represor de la transcripción que se encontraría al menos 1100 pb
por delante del inicio de la traducción, esto es, en 5’ del sitio de corte para HindIII en -
1100.
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Se realizaron nuevas lOo ____
deleciones del promotor por el
método de la ExolH-SI antes
descrito, con objeto de
comprobar en qué punto se
perdía la capacidad activadora 60
del promotor de la K6c. Estas
deleciones, llamadas Ó5.1 ~
526) y Ó25. 1 (-330), ver
figura 23, más la deleción
ÓPstI, que se extiende justo 20
hasta el sitio de corte PstI en
la posición -140 desde el inicio 0
de la traducción, fueron CATS Fcorn Hlnd III 8pM figlil Xbal Bali
-630 -1100 -3000 -4600 -7600 -10000ensayadas junto con el ¡Ng 24. Actividad CAT de las diversas deleciones del
fragmento EcoRí (-600), que promotor de la queratina K6c, expresada en porcentaje de
hizo las veces de control. El conversión UIT.
resultado (hg. 25) muestra que
basta con quitar unos 100 pb
(deleción cZ~5. 1) para que la actividad caiga a un 30% de la del fragmento EcoRí, indicando
que este pequeño trozo de secuencia contiene elementos importantes para la regulación de
la actividad del gen de la BK6c. Las otras dos deleciones bajan aún más la actividad CAT,
lo que indica que existen más elementos implicados en la expresión de este gen en estas
regiones. En el apartado 3.3 se analiza la secuencia de la zona 5’ no traducida del gen de
la BK6c y se compara con la correspondiente zona del gen de la BK6*. Igualmente, a partir
de estas comparaciones y de los datos de CAT, se hacen algunas consideraciones sobre la
funcionalidad de algunas de estas secuencias.
loo
100
80
60
40 30
20 7~7 1V
0~~ Patí 026.1 05.1 EcoAl
-140 -314 -632 -630
¡Ng. 25. Actividad CAT de distintos deleciones del
promotor del gen de la K6c. Se expresa en porcentaje de
la actividad de la deleción EcoRJ.
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3.2. ELEMENTOS IMPLICADOS EN LA REGIJLACION DE LA EXPRESION DEL
GEN DE LA BK6*
En la segunda parte de este trabajo se ha abordado el estudio en profundidad de un
enh-ancer de otro de los genes de la familia de la queratina 6, el denominado BK6*.
3.2.1. Determinación de los fragmentos del enhancer que unen proteínas nucleares.
Blessing y cols. (1989) identificaron un enhancer en el gen de la queratina BK6* y
lo acotaron en una zona de 425 pb. Este enhancer es específico de tejido, ya que es funcional
en aquellas líneas celulares en las que se expresa la queratina BK6* (BMGE+H y ATS),
pero no en las que no se expresa (3T3 y MDBK). El enhancer se halla limitado por dos sitios
de corte para las endonucleasas de restricción ¡¡mdlii (-670 del inicio de traducción) y XmnI
(-240). En el presente trabajo se ha estudiado cuales son los elementos responsables de esta
expresión.
Para ello, primeramente se prepararon tres plásmidos que incluían toda la extensión
de este enhancer: son los plásmidos que incluyen los fragmentos HindIII-XhoII (-670 a -550),
XhoII-XmnI (-550 a -240) y MnlI (-620 a -460), en adelante, llamados HX, XX y Mnl,
respectivamente. El último fragmento se solapa con los otros dos, abarcando una zona de
cada uno (fig. 26).
H M Yh M Xm Xb E 8
Li. •1, -1 II
s 5 6 5
100 ob
bYg. 26. Estructura delpromotor del gen de la queratina bovina K6*. La zona punteada
constituye el enhancer (Blessing y cols., 1987). Las tres líneas superiores representan los
fragmentos utilizados inicialmente para el estudio del enhancer. B, Bgl¡I. H, HindiU. M,
MnlI. 1>, Pstl. S, Sau3A. Xb, XbaI. Xli, XholL Xm, XmnL
Se utilizaron inicialmente extractos nucleares procedentes de dos tipos de células: AT-
5 y BMGE+H. Estas dos líneas expresan elevadas cantidades de queratina K6 (en el caso
de AT5, su equivalente murino). En ambos tipos celulares este enhancer muestra similar
actividad (Blessing et al, 1989).
Se realizaron experimentos de retardo en gel (Fried y Crothers, 1981) con estos tres
fragmentos, con objeto de determinar cual de ellos era capaz de retener proteínas procedentes
de extractos nucleares. Estos extractos se realizaron por el método de Dignam y cols. (1983).
Los fragmentos se marcaron terminalmente con 32P y se purificaron según se describe enMétodos. Primeramente se determinó el tipo y concentración de catión que producía un
retardo óptimo. Se encontró que una concentración de 25 mM de NaCí rendía una unión
máxima, disminuyendo ésta a concentraciones mayores (hg. 27). Se encontró igualmente que
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tener algún valor en cuanto a la regulación de este gen.
Solapadas con esta secuencia, se pueden encontrar otros dos palíndromos. Uno de
ellos es GgACATGTtC, un sitio de corte reconocido por las endonucleasas de restricción
Afluí y Nsp’75241. El otro es la secuencia aGAággacatgfTCa, que pese a no ser un
palíndromo perfecto, tiene un alto parecido con los consensos de las secuencias de
reconocimiento de los receptores de hormonas esteroides, particularmente de glucocorticoides
(Beato, 1989):
GRE: GGTACAnnflTGTTCT
K6 *: AGAAGGaeaTGTTCA
El hecho de que existan varios palindromos en la misma zona del gen sugiere que
podrían existir diferentes factores de transcripción que compitiesen por sitios superpuestos.
Esta posibilidad está por probar.
Igualmente se encontró en el fragmento Mnl una segunda zona protegida comprendida
entre los nucleótidos -580 y -592, y cuya secuencia era 5’-CCCCAAfl’CCCAG-3’. En esta
zona protegida y las bases inmediatamente adyacentes existen dos secuencias CCAGGC en
tandem que tienen una alta homología con el sitio consenso de reconocimiento para AP-2,
C3CCCCAGGC (Williams y cois,, 1Q28), variaciones del cual se han encontrado en los genes
de las queratinas HKI4 (Leask y cols., 1990) y XK81AI (Snape y cols., 1991):
- -590 - -580 • -570
5’ -CCCCAATTCCCAGGCCAGGCCACOAGGAAGGC-3’
TTCCCAGGC
AGGCCAGGC
El fragmento HX comparte los nucleótidos que van desde -550 a -620 con el
fragmento Mnl, y consecuentemente se encontró en él también la zona protegida entre -580
y -592 (Fig. 32). En algunos casos, pero no siempre, apareció también una segunda zona
protegida, situada aproximadamente entre los nucleótidos -600 y -610. En esta zona (-601
a -613) existe un palíndromo imperfecto (JtGtCATGtCcC que también tiene cierta semejanza
con las secuencias de reconocimiento de los receptores de hormonas esteroides.
3.2.3. Preparacion y análisis de nuevos fragmentos del promotor de RK6*.
Se decidió seguidamente estudiar el resto del promotor proximal, con objeto de
determinar si existía algún otro sitio capaz de unir factores de transcripción en el enhancer
del gen de la queratina BK6* o en la zona que se encuentra entre éste y el punto de inicio
de la transcripción. Para ello, se partió de un clon (178) construido por Angel Ramírez (este
laboratorio) en el vector pPolyIII, conteniendo un fragmento de 2.2 kb del promotor de la
BK6*, que se extiende desde la diana de restricción para la enzima Bglli que se encuentra
justo en la señal de capping hasta la siguiente diana BglII, 2.2 kb más arriba. Se cortó este
plásmido con XhoI y IIindlII, y tras purificar en agarosa de bajo punto de fusión un
fragmento de 600 pb, se redigirió éste con Sau3A. Los fragmentos resultantes fueron
donados en el vector pUCIS digerido con BamHl. Se seleccionaron los clones por color y
los positivos fueron cortados con PvuIl para determinar el tamaño del inserto. Aquellos
clones cuyos tamaños coincidían con los esperados fueron secuenciados por el método de
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AAGCTTGTTCTTATGCTGTAAAAACTCATCTCCTTTGTcccTcTTGccTTTcAAACGAGT
—672 -—+ + + + + + 613
TTCGAACAAGAATACGACATTTTTGAGTACAGCAAACAGGGAGAACGGAAAGTTTcCTCA
AP-2
GTCATGTCCCCAGAGTAGCCCCCAATTCCCAOOCCAGGCCACCAGGAAGGCAGTCAGGAG
—612 —--+ + + + + + 553
CAGTACAGOQCTCTcATCQOGGOTTAACCCTCCQOTCCQQTGOTCCTTCCQTCAOTCCTC
RARE
ATCCAOAAGQACATGTTCAAACATGGCCCAAAACCACCGCAAGCCACTTTCTTGCTCAGA
—552 ——+ + + + + + 493
TAGGTCTTCCTCTACAAGTTTGTACCGGGTTTTGGTGGcGTTCGGTGAAAGAACGAGTCT
CCACAGGCAAATGCCTATTAACCCTCAGAGACCTTcAACCTGAATGGCAAGGCTGGTGTG
—492 ——+ + + + + + 433
GGTGTccCTTTAcGGATAATTGGGAGTcTcTGCAAGTTQGACTTAccCTTccCAccAcAC
AGTGGAGAAGAAAACTTGTGTGGGAAGGGGCCAAGAGAACAGTGTCTGAGTAAGCAGAAG
—432 ——+ + + + + + 373
TCACCTC.TTCTTTTGAACACACCCTTCCCCCGTTCTCTTCTCACAGACTCATTCGTcTTC
AP-1
GAOGGGACAATTATCACAGATCAGCTcCTTGTCTCCTTTGTTTOAGAQCATGACTAACCC
—372 + + + + + + 313
CTCCCCTGTTAATACTGTCTAGTCGAGGAACAGAGGAAACAAACTCTCGTACTQATTGCG
Oct—1
ATGACTTCAGTCAATTTACATCCAGTGGTATTCTGTTOGGATCAI&CTc~GGCTAQA>kCc
—312 ——+ + + + + + 253
ThcTCAAGTCACTTAAATGTAGGTCACcATAACACAACcCTAGTTCAGTTCCGATCTTCG
4 pal Ap—1 E—box
CAGAAGAATTTCTCCATGACTAAAGOAAAC~A~GA1~GCA3~TATTCATACTTCATACCTT
—252 + + + + + + 193
GTCTTCTTAMkGAGGTAcTGATTTcCTTTGGTTTcTTcGTTATAAGTATG~GTATGG1hj4
AP-2
TCTAGAGGCAGGGGGTGATCTCACTATTTGTAI’II400CCAGCCCTTTCTPATCTGCAGGCT
—192 + + + + + + 133
ACATCTCCGTCCCCCAc!TACAGTOATAAACATTTCCGOTCGCGAPJ\CATTAGAcCTcCGA
CACCTTCcAGGACTGAGCcCGGCCCATTTTTTCCATATATAJ~GCTGCTGCCGCGMGCTC
—132 ——+ + + + + + 73
GTGGAACGTCCTGACTCGCGCCGGCTA.AAJ~AAGGTATATATTcGACGACGCCCCTTCGAG
CAP
CTCTCATAGATc-2T
—72 ——+ +
GAGAGTATcTAGA
Figum 388. Secuencio de nucleóridos del promotor del gen de la BK6*. La zona definida
como enhancer se estiende desde la posición -672 a la -246 (flecha). Se representan en
negrita las zonas protegidas, y subrayadas aquellas que, pese a no ser protegidos, son
comentadas en el testo.
3.2.4. Competiciones.
Para intentar acotar más cuales son las zonas responsables de la unión de factores
proteicos al promotor de la queratina BK6* e identificar tentativamente estos factores, se
realizaron competiciones con los fragmentos que eran capaces de dar una banda retenida en




76
el elemento en cuestión responde a ácido
retinoico, y no a glucocorticoides.
Estos resultados son contradictorios
con los recientemente publicados por
Stellmach y cols. (1991), quienes
encontraron que la expresión de la queratina
HK6 disminuía tras la adición de ácido
retinoico. Para confirmar nuestros
GR
resultados, estudiamos la respuesta al ácido ~ - RAS al HO
— — ha.wcn.a 1 uM RA
retinoico del enhancer completo (fragmento flg. 44. Efecto de la cotransfección de RARa
EcoRI/XmnI) y los fragmentos HX y Mnl y GR en elfragmento Mnll del enhancer de la
del enhancer. Para ello se cotransfectaron BK6*, con y sin adición de hormonas. La
estos fragmentos dirigiendo la actividad del actividad se expresa en porcentaje de
gen CAT junto con el receptor RARa y tras conversión CAT.
la transfección se añadió ácido retinoico a
una concentración de 1 ~M. Se observó que
la cotransfección con RARa y posterior
adición de ácido retinoico producía una
estimulación de tres veces en la actividad
CAT del fragmento Mnl, mientras que
también disminuía tres veces la actividad
CAT del fragmento MX y unas dos veces y
media la del enhancer completo (fig. 45).
Estos resultados sugieren que en el
¡IX Miii Eec-MamEfragmento Mnl existe un sitio de
reconocimiento para el receptor del RA que m1.. ~ — ca i iii
es activado por el tratamiento con este Fig. 45. Efecto de la adición de RA a distintos
compuesto. Sin embargo, también existe un fragmentos del enhancer del gen de la 11K6*
efecto inhibidor que se realiza a través de cotransfectados con RARa. La actividad se
otros sitios de unión para este receptor, mide en porcentaje de conversión CAT.
presumiblemente el sitio AP-2 del
fragmento HX (y esa es la causa de que la actividad del fragmento MX disminuya). En el
fragmento Mnl el efecto negativo sobre el sitio AP-2 queda atenuado o anulado por el efecto
positivo que se da sobre el supuesto elemento de respuesta a ácido retinoico, que se encuentra
en el fragmento Mnl pero no en el lix. De forma similar, existe un efecto negativo que se
da sobre e] enliancer completo y que es más potente que el efecto activador sobre el
fragmento Mnl. Este efecto negativo debe estar posiblemente mediado por otros sitios del
enhancer que reconocen al receptor del ácido retinoico, probablemente el sitio AP-1,
responsable de la mayor parte de la actividad del enhancer, y del que se sabe que puede
interaccionar con el ácido retinoico (Schú]e y cols., 1991).
3.2.7. Factores que se unen al promotor de la BK6* en lineas epidermicas.
La queratina K6 es expresada en epitelios estratificados, algunos de ellos internos
(como por ejemplo esófago y lengua), y otros de áreas epidérmicas (hocico y almohadilla de
la pata en vacas, planta de pies y manos, epidermis sometida a diversos estímulos, etc.). Con
objeto de profundizar en las posibles diferencias en la regulación de la expresión de esta
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queratina en ambos tipos de epitelios,
intentamos determinar seguidamente si las
secuencias del enhancer del gen de la BK6*
implicadas en la unión a factores de
transcripción eran las mismas en células
BMGE±1-I y en células de origen
epidérmico. Debido a la inexistencia de
lineas celulares originarias de epidermis de
vaca, se utilizaron las células PB,
originarias de epidermis de ratón. Se
prepararon extractos nucleares de estas
células y se comprobó su funcionalidad
mediante ensayos de retardo en gel, tras lo
cual se realizaron experimentos de
footprinting con todos los fragmentos de
DNA del promotor de la B1C6* utilizados
anteriormente en su caracterización. Los
resultados fueron en su mayoría similares a
los obtenidos con los extractos nucleares de
células BMGE±H.Aunque menos nítidas,
debido probablemente a problemas en la
obtención de los extractos, se encontraron
en células PB las mismas zonas protegidas
que en células BMGE+H: una zona
conteniendo una secuencia de
reconocimiento para API en el fragmento
85 (fig. 46) y una amplia zona comprendida
aproximadamente entre las posiciones -530
y -550 en los fragmentos Mnll y 195 (f;gs.
47B y C), que incluye el elemento de
respuesta a ácido retinoico.
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El presunto elemento AP-2, situado
en el fragmento HX entre los nucleótidos -
580 y -592 apareció con bastantes
dificultades (no se muestra). Sin embargo,
parece bastante probable que este elemento
sea en realidad reconocido por los extractos
nucleares de células PB y que la deficiente
protección se deba, como en los otros
casos, a problemas del extracto proteico,
pues este fragmento 95 presenta un buen
retardo en gel (no se muestra) y en toda la
extensión del fragmento no aparece ninguna
otra zona de posible protección.
Fig. 46A. Foottprint del fragmen.to 85 del
enhancer del gen de la BK6* con extractos
nucleares de células PB. Calles ¡ y 2: sin
proteína, Sy ¡0 ng de DNAsa L Calle 3: 100
gg de estrado, 300 ng de DNAsa L Calle 4:
lOO pcg de extracto, 600 ng de DNAsa 1. Calle
5:150 ~g de extracto, 600 ng de DNAsa L
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4.1. DISCUSION K6c
En el presente trabajo se ha intentado avanzar en el conocimiento de la estructura y
regulación de la minifamilia de genes de la queratina K6 bovina, partiendo de la experiencia
previa de que tanto en humanos como en bovinos existe más de un gen para esta queratina.
Por ello, este trabajo consta de dos partes bien diferenciadas, pero relacionadas entre ellas:
por un lado se han identificado las secuencias del enhancer del gen de la queratina bovina
K6* implicadas en la funcionalidad de este enhancer especifico de tipo celular. Por otro
lado, se ha identificado y caracterizado un gen que codifica una nueva queratina llamada
BK6c, estrechamente relacionada con la BK6* y la BK6.
4.1.1. La queratina 6: una minifamilia de genes.
En lo que respecta a la identificación del gen de la K6c, se realizó una búsqueda en
una genoteca bovina con una sonda perteneciente al primer intrón del gen de la queratina
K6 y se aislaron varios clones solapantes entre ellos que inclufan un nuevo gen diferente de
los de las queratinas K6 y K6* (que también fueron de nuevo identificados). Este gen
codificaba una nueva proteína perteneciente a la familia de las queratinas. El gen aislado fue
capaz de hibridar con la zona 5’ codificante de la queratina K6*, al igual que con la zona
3’ codificante de la queratina K6. Sin embargo, no fue capaz de hibridar con la zona 5’ no
codificante del gen de la queratina K6*, donde se encuentra la región reguladora (Blessing
y cols, 1989), indicando que, aunque relacionado, es un gen distinto. Experimentos de
hibridación DNA-RNA demostraron que este nuevo gen es abundantemente transcrito tanto
en el animal itt vivo como en lineas celulares en cultivo, y su patrón dc expresión parece
correlacionar bien con el de la queratina bovina K6*. Igualmente, los datos procedentes del
análisis parcial de la secuencia de este gen indican que la proteína que codifica está
estrechamente relacionada con las dos queratinas BK6 y BK6*. Debido a todo esto, ha
recibido el nombre de queratina K6c.
El camino que ha llevado a la identificación de los tres genes de las queratinas 6 ha
sido largo. La queratina K6 se identificó inicialmente a partir de un cDNA obtenido de
hocico de vaca (Jorcano y cols., 1984). Con posterioridad, el análisis de una genoteca
bovina llevó a la identificación del clon genómico para la K6* (Blessing y cols., 1987). Una
búsqueda en esta misma genoteca condujo a la localización de un clon que incluía gran parte
del gen de la 1(6 (Jorcano, no publicado, y este trabajo). De nuevo, y esta vez en este
trabajo, otra búsqueda similar con una sonda más cercana a la zona aminoterminal condujo
al hallazgo de cuatro clones diferentes, solapantes entre ellos, que incluían diversas partes
del gen de la queratina K6c. Además, también fueron hallados los dos clones genómicos ya
descritos pata los genes de la BKÓ y BK6*. Cabe preguntarse si posteriores búsquedas
llevarán a la identificación de más genes relacionados con la familia de la K6, pero la
respuesta es probablemente negativa: en esta última búsqueda se han analizado un total de
1 .25 10’ clones, que a una media de 15 It de inserto por clon dan un total de 1.875’ I(Y0 kb,
es decir, más de cinco veces el tamaño del genoma de un mamífero. Se han encontrado 6
clones positivos diferentes, con un total de 15 copias, lo que indica que los cálculos
correlacionan bien con los resultados, aunque no se puede descartar la posibilidad de que
exista algún otro gen que esté representado con menor eficiencia en la genoteca o sea más
recalcitrante a la amplificación y no haya sido detectado. Abundando sobre este tema, resulta
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cuanto menos curioso que existan cuatro clones distintos que abarquen el gen de la K6c, con
un total de 12 positivos encontrados, y sólo un clon (con dos positivos) para la K6 y un
único positivo para la K6*.
Los datos de expresión obtenidos hasta ahora (experimentos de dot-blot) indican que
la expresión de los genes de K6* y K6c es comparable. En cualquier caso, parece claro que
en esta genoteca no existe ningún otro clon que incluya el gen de la K6 completa. Tal vez
exista al final del primer exón de este gen un sitio hipersensible a la digestión que impida
que esté representado en la genoteca un gen completo. Las únicas formas factibles de
identificar el promotor del gen de la K6 con vista a posteriores estudios serían utilizar otra
genoteca de diferente origen, con la esperanza de encontrar un gen completo para la K6, o
bien hacer una hibridación con el extremo 5’ codificante de las K6* 6 K6c y posteriormente
desechar aquellos clones que pertenezcan a alguno de estos dos genes. Esta última
aproximación implica la presunción de que los extremos aminoterminales de esta queratina
están conservados con respecto a las otras dos, suposición que parece lógica a la vista de
la homología existente en las zonas comparadas.
Los genes de las queratinas suelen estar agrupados en cúmulos. En el caso de
humanos, las queratinas ácidas parecen agruparse en el cromosoma 17 y las básicas en el
12 (Wnseem y cok, lQQOb; Snvtchenko y cola., 1990), Sin embargo4 no se conoce la
localización precisa de los genes de la K6. Se sabe que en la vaca el gen de la K6* se
encuentra a unas II kb por detrás del gen que codifica la K5 (Blessing y cols., 1987). En
nuestro caso, hemos tratado de comprobar la existencia de algún otro gen de queratinas en
los alrededores del gen de la K6c. La hibridación de todos los clones genómicos de la K6c
con una sonda que contenía 200 pb de secuencia perteneciente al final de la a-hélice (la zona
más conservada en las queratinas) dió resultado negativo, indicando que al menos en las 11
kb anteriores al gen y en las 6 que lo siguen no hay ningún otro gen de queratinas, lo que
no excluye que existan más genes de queratinas fuera de estos márgenes.
El hecho de que existan tres formas prácticamente idénticas para una misma queratina
es relativamente novedoso. Se conocen algunos casos en los que existen pseudogenes de
queratinas, particularmente para las queratinas 8 y 18 (Vasseur y cols., 1985; Kulesh y
Oshima, 1988; Savtchenko y cols., 1990), pero la mayoría de ellos parece haber perdido los
intrones. Sin embargo, la K16 humana posee dos copias en tandem en el cromosoma 17, y
aunque ambas poseen intrones, sólo una de ellas es activa (Rosenberg y cola., 1988). Este
no es claramente el caso del grupo de queratinas K6 bovinas, en el que los tres genes se
expresan itt vivo, aunque in vitro, al menos en células BMGE+H, la expresión de K6 se
pierde. Sin embargo, los estudios sobre la expresión de K16 de Rosenberg y cols. (1988)
han sido hechos sólamente mediante transfecciones en células COS de epitelio renal, por lo
que aún seda posible que la situación in vivo fuera similar a la que ocurre con la K6, que
es capaz de expresarse itt vivo pero no in vitro. El hecho de que la K16 sea la queratina que
forma pareja con la K6 añade interés a la idea.
Una importante diferencia en la secuencia del gen de la K6c es la que atañe a la señal
de poliadenilación, que en este gen es AATGAAA en vez del consenso AATAAA. Esta
señal indica el final de la transcripción y está implicada en la ruptura y posterior
poliadenilación del mRNA, afectando a su estabilidad y traducibilidad, además de participar
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en el splicing (Niwa y Berget, 1991). Experimentos de mutagénesis han demostrado que la
tasa de poliadenilación in vitro de la secuencia AAIJGAA es solamente el 4% de la del
consenso (Sheets y cols., 1990). Sin embargo, la poliadenilación no sólo está regulada por
la secuencia AAUAAA, sino que existe un segundo motivo en 3’ que está implicado, y que
puede modular al anterior (Proudfoot, 1991). Hasta el momento, no existe ningún dato que
dé una idea de con qué eficiencia se traduce el RNA de la K6c.
4.1.2. Relación entre genes humanos y bovinos.
Los datos de que se dispone sobre patrón de expresión de queratinas se limitan, con
la posible excepción de Xenopus, casi únicamente a mamíferos, y dentro de ellos
principalmente a humanos y ratón (Molí y cols., 1982; Schweizer, 1992). También hay un
cierto número de conocimientos referentes a las queratinas bovinas (Cooper y Sun, 1986),
pero debido a que éstos animales son más difíciles de utilizar experimentalmente que el ratón
y no tienen el mismo interés clfnico que el hombre, la investigación sobre ellas es más
limitada.
Mientras que en ratón sólo muy recientemente se ha encontrado un hipotético gen
para la K6 (Finch y cols., 1991), en humanos también se han descrito dos genes que
codifican Formas diferentes de la 1(6. Inicialmente Hanukoglu y Fuehs (1983) aislaron de
epidermis en cultivo un cDNA perteneciente a una queratina de 56 kD de peso que
posteriormente recibirla el nombre de K6a. Con posterioridad, buscando la región reguladora
de este gen en una genoteca humana, encontraron un clon genómico que codificaba la
queratina K6b (Tyner y cols., 1985). Esta queratina K6b se expresa con bastante mayor
intensidad que la K6a, habiéndose propuesto que la K6a es producto de una duplicación
reciente y se encuentra en camino a convertirse en un pseudogen (Tyner y cols., 1985;
Savtchenko y cols., 1990).
La semejanza del caso humano con el bovino hace pertinente el intentar determinar
si existe alguna correspondencia entre los dos genes humanos y los tres de vacas. Las
secuencias pertenecientes a las zonas codificantes son aún más similares entre sien los genes
de queratinas humanas que en los bovinos, pues existen sólo tres cambios no conservativos
en toda la extensión del gen (Tyner y cols., 1985), y divergen relativamente de la secuencia
de las queratinas bovinas. Pese a no poderse efectuar comparaciones intensivas de los
extremos aminoterminales, por desconocerse por completo el de la BK6 y parcialmente los
de la HK6a y BK6*, las comparaciones con las secuencias de que se dispone arrojan
resultados interesantes. Aunque los 12 primeros aa de HK6b son absolutamente diferentes
a los de BK6* y BK6c, el resto son bastante semejantes. De hecho, en esta zona HK6b
difiere de BK6* en 36 aa de un total de 127 (72% de identidad), y de BK6c en 28 aa (78%
de identidad). Además, en 4 de los 5 casos en que hay una diferencia en la secuencia de aa
entre BK6* y BK6c (y en todas las diferencias conservativas en la secuencia de nucleótidos,
excepto una) la secuencia de BK6c concuerda con la de HK6b, lo que hace pensar que HK6b
es más similar a BK6c que a BK6*. Otro indicio de esto es la duplicación de cuatro aa (Gly-
Phe-Gly-Gly) existente al final de la zona aminoterminal: mientras que BK6* carece de estos
aa, HK6b tiene en esta posición una secuencia Ala-Leu-Leu-Cys. Estos resultados, a falta
de conocer la secuencia en 5’ de la BK6 y HK6a, sugieren que HK6b y BK6C representan
una queratina equivalente.
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La única zona que es conocida en los tres genes bovinos y los dos humanos, y lo
suficientemente diferente para poder efectuar comparaciones es el extremo 3’ no traducido.
El análisis de las secuencias muestra que en esta zona, como en el resto del gen, las
queratinas humanas y bovinas son más semejantes entre sí de manera intraespecífica que
interespecifica, pero las semejanzas que se dan dentro de cada especie son muy diferentes.
Así, las tres queratinas bovinas son idénticas (con una sola excepción) en las 50 primeras
bases de esta zona, incluso en las 70 primeras para BK6 y BK6* (ver fig. 15) y
posteriormente la similitud disminuye algo, manteniéndose en un 80% en los 400 pb de la
zona 3’ no traducida. Sin embargo, en el caso humano no ocurre así. Estas secuencias son
considerablemente más largas que en el caso de bovinos (530 y 460 pb en HK6a y HK6b,
respectivamente). La semejanza es también muy elevada inicialmente (91% en los primeros
124 ph), siendo el resto de la zona totalmente divergente, salvo en la señal de
poliadenilación. En conjunto, la homología de toda la zona 3’ no traducida sólo alcanza el
54% (Tyner y cols., 1985). La comparación entre genes humanos y bovinos arroja unos
terminos del 40-50% de homología para cada dos genes comparados, lo que no es
significativo. Sin embargo, existe un dato curioso: las similaridades entre humanos y bovinos
en estas zonas 3’ no traducidas de estas queratinas se dan principalmente en las últimas 200
bases de cada gen. La comparación de estas zonas da los siguientes resultados:
lIKÓa 100
IlK6b 40 100 ________
BK6 65 40 jjj~jjjj _________
¡ 131<6* 63 58 85 100
57 43 77 73
1
lIK6a HK6b BK6 BK6*
_=
Es decir, que en general el gen de la HK6a se parece en esta zona más a los tres
genes bovinos que al gen de la HK6b. Este resultado es difícil de cÉsar con el dato de que
entre ambas queratinas HK6a y HK6b existen sólamente 3 cambios no conservativos en toda
la secuencia de su zona codificante. Sin embargo, es un argumento a favor de que queratinas
humanas y bovinas sufrieron dos duplicaciones independientes con posterioridad a la
separación de las ramas que dieron origen a ambos tipos de animales. En el caso de las
queratinas humanas, su duplicación ha sido datada hace unos 25 millones de afios, tras la
separación de hominidos y cercopitecos (Savtchenko y cols., 1990). Para los genes bovinos
esta duplicación o triplicación seria aún anterior, pues los tres genes son más diferentes entre
si que los humanos.
Esta homologfa relativamente baja entre las zonas 3’ no traducidas no es habitual:
en general, estas zonas están bastante conservadas entre genes homólogos de diferentes
especies (Yaffe y cols., 1985). Incluso entre otras queratinas se dan homologías más altas
en esta zona: es por ejemplo el caso de las queratinas M59 de ratón y B VI bovina, o de las
queratinas 1<14 humanas y bovinas (Jorcano y cois., 1984b) o de la K19, con un 73% de
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homología en el Y no traducido entre la proteína humana y la bovina (Stasiak y cois.,
1989).
4.1.3. Comparación de los intrunes.
La secuenciación del primer intrón de los genes de las queratinas K6 y K6c permitió
la comparación de los mismos, encontrándose una muy elevada homología entre ellos (fig.
21). Aunque no se han secuenciado ambos intrones en su totalidad, se pueden comparar unos
600 nuclcótidos de cada uno (este intrón tiene una extensión entre 600 y 800 pb en las
queratinas bovinas de tipo II, Lehnert y cols., 1984). En la zona secuenciada en ambos
existe una homología de un 90%, ligeramente inferior a la de las zonas codificantes, pero
superior a la de las zonas 5’ y 3’ no traducidas. Además, aunque no se dispone de la
secuencia del intrón correspondiente de la K6*, no existe duda de que éste debe estar
también conservado, pues hibridó con la sonda del intrón de la K6. Todos estos datos hacen
pensar que estos intrones deben tener alguna importancia en la minifamilia de genes de la
queratina 6. En este contexto, se conocen más genes de queratinas en los cuales hay
conservación de intrones, si bien se refieren a conservación de un mismo gen entre
diferentes especies. Así, Rieger y Franke (1989) han encontrado que el gen de la KIO está
bastante bien conservado en humanos, vaca y ratón, incluyendo los intrones. Estos intrones
están conservados en hasta un 70%, cifra similar a la de la zona codificante.
Desde hace algún tiempo, se conoce que los intrones pueden estar implicados en la
regulación de la expresión de los genes. Bnnster y cols. (1988) informaron que los intrones
de diversos genes eran capaces de aumentar la actividad transcripcional de construcciones
introducidas en ratones transgénicos. Se conocen actualmente algunos enhancers situados en
el interior de intrones, incluso uno en el primer intrón del gen de la K18 (Oshima y cols.,
1990). Este enhancer posee un sitio AP-! que responde a la activación por fos y jun.
Interesantemente, en los intrones de los genes de las queratinas K6 y K6c aparecen varias
secuencias muy cercanas o coincidentes con los consensos de reconocimiento para AP-l,
AP-2 y el receptor de glucocorticoides aunque, salvo en un caso, las secuencias no están
conservadas entre los dos genes. Es una hipótesis a tener en cuenta, pues, el que estos
mIrones representen algún papel en la expresión de los genes de estas queratinas.
4.1.4. Expresión de BK6c.
Para estudiaT el promotor del gen de la K6c se realizaron deleciones parciales de éste
por el método de las digestiones con las nucleasas ExoIlí y Sí. Se analizaron fragmentos
de este tamaño: 140 (r.2=Pstl),314 (Ó25.1), 532 (Ó5.1), 630 (óEcoRl), 1100 (ÓHindllI),
3000 (úSphI), 4600 (úBglII), 7500 (ÓXbaI) y 10000 (ÓSalI). Debido a la dificultad
derivada de las posiciones de los sitios de restricción en los diversos clones, estas
construcciones fueron hechas a través de varios pasos intermedios. Finalmente se acoplaron
todas ellas al vector pBLCAT3 (Luckow y Schiitz, 1987) y se comprobó su capacidad
activadora tras ser transfectadas en células BMGE+H. Estas células expresan la queratina
BK6C, como se ha demostrado anteriormente. El resultado de estos experimentos mostró que
la actividad máxima del promotor estaba localizada en los 1100 Pb que cubría el fragmento
Hindílí. Los tamaños superiores eran gradualmente menos activos, sugiriendo la presencia
de elementos inhibidores de la expresión génica en esta zona. Estos elementos inhibidores
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o silenciadores” han sido descritos en algunos genes, y parecen ser especialmente
abundantes en el gen de la lisozima de pollo (Baniahmad y cols., 1987). Tampoco son raros
en los genes de filamentos intermedios: en el gen de la vimentina se ha identificado un
silenciador a -568 del inicio de transcripcion (Farrelí y cols., 1990). Este silenciador puede
ser inactivado por otras secuencias, sin capacidad enhancer, llamadas “antisilenciadores”
(Stover y Zehner, 1992). Es posible, por tanto, que en el gen de la queratina BK6c suceda
lo mismo, y la presencia de múltiples elementos silenciadores dispersos a lo largo del
promotor sea la causa de que la actividad de éste baje gradualmente.
Para tamaños menores de 1100 nucleótidos, la actividad del promotor baja de nuevo
gradualmente, indicando esta vez la progresiva pérdida de elementos activadores de la
transcripción.
4.1.5. Posibles elementos reguladores del gen RK6c
A tenor de los elementos reguladores hallados en el enhancer del gen de la queratina
BK6*, resulta pertinente intentar extrapolar estos datos a la queratina K6c, de la que se
dispone de parte de su secuencia en la zona 5’ no codificante. Si bien aún no se ha definido
ningún enhancer en esta zona, si se sabe que algunas partes de ella son necesarias para la
actividad transcripcional (ver apartado 3.1.3). la figura 49 muestra la comparación de las
secuencias 5’ no traducidas de los dos genes 8K6* y BK6c. Estas secuencias son muy
parecidas en la zona que va desde el punto de capping del gen BK6* (nucleótido -60 a partir
del inicio de traducción) hasta aproximadamente el nucleótido -178, es decir, durante los
primeros 118 nucleótidos. A partir de este punto, la correspondencia se pierde gradualmente
cuanto más se avanza en dirección 5’. Sin embargo, existen algunas zonas en las que vuelve
a darse tina homología muy elevada. Curiosamente, esas zonas corresponden a secuencias
que parecen tener importancia en la regulación de la expresión del gen de la BK6*, como
por ejemplo, la zona comprendida entre los nucleótidos -219 y -236, que incluye la
epidemial box y un sitio de secuencia consenso para AP-l, y la zona que se encuentra entre
-316 y -322, con el otro sitio AP-1. Es de destacar que en este último sitio sólo se
encuentran conservados los nucleótidos que corresponden exactamente al consenso AP- 1,
es decir, la secuencia TGACTAA, mientras que el resto de esta zona protegida en
experimentos de fi>oq,rinting en el gen de la BK6* no está conservado en el caso de la
BK6c, así corno tampoco lo está el sitio Oct-1 que se encuentra en el gen de la BK6* fuera
de la zona protegida, aunque contiguo a ella. Sin embargo, un palíndromo TCAGTGA que
está situado entre las secuencias AP-l y Oct-l en el gen de la BK6*, fuera de la zona
protegida, se encuentra también conservado en el gen de la BK6c, lo cual sugiere que pueda
tener importancia biológica.
Igualmente parecen poseer alguna importancia biológica la epidemial box y el sitio
AP-1 que la acompaña, puesto que están conservados en los dos genes. Aunque los
experimentos defootprinting en células BMGE±Hmuestran solo una débil protección en
esta zona del promotor de la BK6*, en las células epidérmicas murinas PB la protección
parece ser mayor, lo que puede sugerir una mayor abundancia de este posible factor en las
células de origen epidérmico.
La TATA box y la secuencia similar al consenso para AP-2 que se encuentra junto
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K6c
1<6 *
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1<6*
¡<Ge
1<6 *
¡<Go
1<6 *
¡<Go
1<6 *
¡<So
¡<6*
7<~c’
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—622
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-.374
1<6* —324
K6c —324
1<6* —274
¡<Go —276
1<6* —224
¡<6o —226
1<6* —174
¡<Go —176
KG *
K6o
1<6 *
¡<Go
1<6 *
¡<Go
—124
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—74
—76
—26
—26
AAGCTTGTTcTTATGCTGTAAAAACTcATcTCcTTTGTCCCTCTTOCCTT —623
II II —610
GAATTccATGAGAG{G>rALGGA
TCAAAGCAGTGTcATGTcCCcAGAGTAGccccCAATTcCcAQGcCAGGcc -573u i ¡¡iii II 11111 ¡ liiiI
ATAAAACGGATcATGAGAAATTAATTTTTATAAAATCCAOTGATAGGCA -560
ACcAGGAAGGcAGTcAGGAGATccAGAAGGAcATGTTcAAAcATGGccCA -523
III 1 III II 1 II liii ¡TAcAGAQAcccATTTA... . TATTGCAAATCTACATACCTACCTGTGGOA —514
-t ca.1
AAAccAccGcAAGcCAcTTTCTTGCTCAGACCAcAGGcAAATGCCTATTA -473
II II II III ¡ III
AATTTTGAGGAAAGCAAAAAAAAAGTCATGTTTAGCTTCTGTAATTAATG -464
ACCCTCAGAGACGTTCAACCTGAATGCGAAGGGTGGTGTGAOTGGAGAAG -423
ACAAACATAATAATTATTATTGTAAGAAAAGCTAGGCTATTTTGNTcTCC -414
AAAACTTGTGTGGGAAGGGGGC!AAGAGAAGAGTGTCTOAGTAAGCAGAAG -373
III II 1 III IIGGATTTCTGGCTGGTGGGTGAAACICCflGLAAAI~Iá C —375
GAGGGGACAATTATCACAGATCAGCTCCTTG. . TCTCCTTTGTTTGAGAG —325
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CATGACTAACCCATGACTTCAGTGAATTTACATCCAGTGGTATTGTGTTG -275
¡ iiIIiIIIIIIIIII liii, ¡
GCTOACTAAcITC. CcAGcTCAGTGAGTTGAGA. cTAGTcTTACTGTAcTc —277
t ñ25.1
AP—1
GGATCAAGTCAAGGCTAGAAGccAGAAGAATTTcZTCcAtGACTAAAGGn -225
III
AGAGC. TGTCAAAGCTGGAAGGCItGG&GAAATTTTCCC2G&C’tAAAGGAA -227
E-bax .
ACCAAAGAAGCAATATTCATACTTCATACcITTcTtGAGGCAGGGGGTGt -175
ACCAAATATGCAATCTTCACATTTCTAACTTTCTAATAAACcAGATGTGA —177
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flg. 49 (página anteñor). Comparación de las secuencias de nucleátidos de las panes 5’
no traducidas de los genes BK6* y BK6c. La numeración se da a partir del inicio de
traducción. La concordancia se indica por una barra vertical. Los sitios conservados de
especial interés están en negrita. E-box: epidermal box. Pal: pal(ndromo no ident(ficado.
El interrogante en AP-2 denota la duda sobre suflincionalidad, y los flechas muestran el
tamaño de algunas deleciones utilizados en los experimentos de C.4T.
a aquella en el promotor de la BK6* están perfectamente conservados en la BK6C, con una
única sustitución de base en el consenso AP-2 de BK6C que la hace coincidir exactamente
con la secuencia presente en el gen de la HKI4 (Lcask y cols., 1991). De nuevo, y como
sucede en la BK6*, esta secuencia no parece capaz de conferir ninguna actividad por sf
misma, pues su eliminación hace que la actividad CAT pase de un 11% (deleción 025.1)
a un 7.7% (deleción óPstl) de la del fragmento EcoRI.
El sitio AP-l situado a -320sf parece ser importante, ya que su eliminación hace que
la actividad CAT baje casi 3 veces, de un 30% (deleción 65.1) a un 11% (deleción
625.1). Aunque no se puede descartar que existan otros elementos importantes en el
fragmento de DNA eliminado, a tenor de lo visto en el gen de la BK6*, en el que esta
secuencia parece jugar un papel importante, y de la conservación de secuencia entre ambos
promotores, este sitio AP-l es un candidato obvio para estar implicado en la expresión de
este gen.
Por encima del sitio AP-l la homologfa se pierde casi por completo, no
encontrándose nada que recuerde a los motivos AP-2 o RARE hallados en el promotor de
la 13K6*. Sin embargo, una búsqueda centrada en estas secuencias con condiciones más
relajadas permite encontrar algunas similaridades de posible interés. Así, para el sitio AP-2
y sus inmediaciones se encuentran dos candidatos en el promotor de la BK6c, aunque ambos
invertidos:
-586 TTCCCAGGCCAGG -574 -577 CAGGCCACCA —568
liii
-513 TTCCCA. . .CAGG -526 -393 CAC.CCACCA -401
Para el caso del elemento de respuesta a ácido retinoico también hay zonas con
alguna homología, sobre todo para la segunda mitad. La más atractiva de todas ellas tal vez
sea esta:
-539 ATGTTCAAACAT -528
¡¡1 ¡ ¡ II ¡ ji
-466 ATG.ACAAACAT -456
En cualquier caso, ninguna de las secuencias encontradas parece ser lo bastante
similar a los consensos para AP-2 o el receptor del ácido retinoico como para estar
implicada en la regulación por estos compuestos. Los elementos reguladores, si existen en
este gen, deben hallarse por encima del sitio EcoRí, en la zona no secuenciada. Constituye,
pues, un secreto cuales son los elementos eliminados en las deleciones 65.1 y 625.1 que
causan que la actividad del promotor disminuya.
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En resumen, a primera vista, las zonas en 5’ de los genes BK6* y BK6c parecen ser
muy diferentes en cuanto a su posible papel en la regulación: El gen K6* no tiene ningún
silenciador identificado, y en la zona secuenciada de K6c no se encuentran varios de los
elementos hallados en la BK6*. Por ahora no podemos saber si estas diferencias tienen
sentido, pues no se sabe si ambas queratinas se regulan y responden a los mismos factores.
4.2. DISCUSION K6*
En la segunda parte de este trabajo se ha procedido a la caracterización del enhancer
de la queratina bovina K6*. Este enhancer es, in vitro, responsable de la expresión
específica de esta queratina, pues es activo sólo en los tipos celulares en los que ésta se
expresa (Blessing y cols., 1989). Mediante experimentos defootprinting se muestra que en
el enhancer existen tres sitios claramente protegidos. Uno de estos sitios es un sitio AP-1
y otro de ellos es similar al consenso para AP-2. El tercero de ellos consta de varios
palindromos superpuestos, lo que sugiere una compleja regulación. En esta tercera zona
existen secuencias similares a las reconocidas por la familia de receptores de hormonas
esteroideas, tiroideas y ácido retinoico. Se ha probado que este elemento se activa por ácido
retinoico y no por glucocorticoides, pero también se demuestra que a pesar de ello el
enhancer en su conjunto se inhibe por tratamiento con ácido retinoico, al igual que el propio
gen.
4.2.1. Efecto del acido retinoico en la expresion de los genes de queratinas.
Los retinoides son inhibidores de la diferenciación epitelial (Kopan y Fuchs, 1989).
lii vivo, la carencia de RA causa hiperqueratosis y promueve la diferenciación de los
queratinocitos, mientras que la adición de retínoides estimula la actividad mitótica y
promueve la hiperproliferación. In vitro, el exceso de retinoides en los cultivos de células
epidérmicas suprime los rasgos asociados a la diferenciación, como la expresión de las
queratinas Kl y Kb, asociadas con la diferenciación terminal (Fuchs y Green, 1981) y las
queratinas asociadas con hiperproliferación K6 y K16 (Kopan y Fuchs, 1989). La gran
mayoría de estos efectos se dan a nivel transcripcional (Fuchs y Oreen, 1981; Kopan y cois.,
1987; Kopan y Fuchs, 1987; Stellmach y Fuchs, 1989), aunque no se puede descartar que
también se den durante la traducción (Stellmach y Fuchs, 1989).
Sin embargo, no todos los genes de queratinas responden de igual forma al
tratamiento con RA. Mientras que in vitro los genes de las queratinas epidérmicas son
inhibidos (Fuchs y Oreen, 1981; Kim y cols., 1984; Kopan y cols., 1987), en células
epiteliales simples el RA estimula la producción de K7, K8, K1B y K19 (Kim y cols., 1987;
Glass y Fuchs, 1988; Oshima y cols., 1988). Sin embargo, la expresión de estos genes tras
la inducción está bastante retardada en el tiempo, del orden de 24 a 72 horas (Kim y cois.,
1987; Stellmach y Fuchs, 1989). Puesto que los genes cuya transcripción se ve directamente
afectada por hormonas esteroides o RA responden en un plazo rápido, del orden de 3 a 24
horas (ver por ejemplo LaRosa y Gudas, 1988; Stellmach y cols., 1991), se puede pensar
que en el caso de la inducción de las queratinas de epitelio simple algún otro gen es inducido
directamente por el receptor del RA y su ligando, y es el producto de este gen intermediario
el que está implicado en la variación de la transcripción de los genes de queratinas
epiteliales.
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En los queratinocitos epidérmicos el efecto del RA es radicalmente opuesto a lo que
ocurre en células de epitelios simples. La adición de RA a queratinocitos provoca la
disminución de la expresión de los genes de queratinas epidérmicas en menos de 24 horas,
estando la transcripción disminuida ya a tiempos tan tempranos como 6 horas (Stellmach y
cols., 1991).
Muy recientemente se ha comenzado a estudiar con mayor detalle cómo los genes de
las queratinas son afectados por el RA. Stellmach y cols. (1991) hallaron que tanto un
fragmento de 6 kb en 5’ de la HK5 como otro de 2.3 kb en 5’ de la HK14 reducían en gran
medida su capacidad para activar la expresión de un gen heterólogo tras la adición de ácido
retinoico, sugiriendo que en estos fragmentos hay secuencias de DNA responsables del
fenómeno. Igualmente, Tomic y cols. (1990) han visto que el RA es capaz de reprimir en
keratinocitos primarios la actividad promotora de cuatro fragmentos de promotor de las
queratinas HK5, HK6, HK1O y HK14 unidos al gen CAT. Estos fragmentos sólo tienen
actividad promotora en células de origen epidérmico, salvo el de 11K14, que funciona en
todos los tipos epiteliales (Jiang y cols., 1991). Para la represión de la expresión es
necesaria la cotransfección con cualquiera de los tres receptores descritos para el ácido
retinoico (Petkovich y cols., 1987; Brand y cols., 1988; Krust y cols., 1989).
El elemento presente en el fragmento Mnl del enhancer de la queratina BK6* se
comporta de una forma distinta a los elementos descritos en el párrafo anterior. La
capacidad de este elemento para activar la transcripción del gen CAT se multiplica por tres
en respuesta al ácido retinoico en presencia de su receptor. Sin embargo, cuando se realiza
el mismo experimento con el enhoncer completo, el resultado es una inhibición de un 50%.
Este hecho sugiere que el elemento sensible a ácido retinoico no actúa en solitario en la
regulación de este gen, sino que su función se realiza interactuando con otros elementos, a
los que quizás module.
Los ensayos de CAT muestran que el fragmento Mnl es activado por ácido retinoico.
Sin embargo, en la zona protegida porfootprinñng existen varios palíndromos imperfectos
superpuestos, resultando dificil identificar qué secuencia es la responsable de la respuesta
a ácido retinoico. Recientes estudios han establecido que la respuesta a vitamina D, ácido
retinoico u hormona tiroidea viene dada por la orientación y espaciado de un motivo básico
(N~ár y cols., 1991; Umesono y cols., 1991). La comparación con los modelos de
secuencias propuestos por estos autores permitió encontrar semejanza con la estructura de
disposición palindrómica del modelo AGGTCA (N~Ar y cols., 1991):
Palíndromo AGGTCATGACCT
BK6* -544 AGGACATGTTCA -533
Donde las bases que coinciden con el modelo están en negrita, y las protegidas en
los footprints subrayadas. Un elemento natural análogo, el del gen de la hormona del
crecimiento de rata, responde tanto a ácido retinoico como a hormona tiroidea (NáAr y cols.,
1991). Sin embargo, no es esta la única ordenación posible en la zona protegida. También
se puede encontrar, y en los mismos nucleótidos, el motivo AGGTCA duplicado:
Repetición AGGTCAAGGTCA
BK6* -544 AGGACATGTTCA -533
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Mientras que, según la disposición palindrómica, este elemento del gen de la BK6*
seña activado por el ácido retinoico y la hormona tiroidea, una secuencia similar a la
repetición directa hallada en el gen ¡3TSH de ratón no es afectada por el ácido retinoico,
pero sí inhibida por la hormona tiroidea (N~r y cois., 1991). Aunque se desconocen los
posibles efectos de la hormona tiroidea sobre la expresión de la queratina K6*, el hecho de
que ésta sea activada por el ácido retinoico sugiere que este elemento puede seguir el modelo
del palíndromo sin espaciado. Otros posibles modelos, como la repetición del motivo con
un espaciado de tres bases (que correspondería a elemento de respuesta exclusivamente a
ácido retinoico) no han podido ser encontrados.
Al parecer existe un bajo nivel de receptor de ácido retinoico en las células
BMGE±H,como parece desprenderse de la necesidad de cotransfectar con RARa para
obtener una activación de la expresión en respuesta al ácido retinoico (fig. 44), aún en
condiciones en que este compuesto ha sido eliminado del medio, con lo que en teoría todo
el receptor estada disponible. Otro hecho que ayala esta hipótesis es que el fragmento HX
(AP-2) es capaz de competir con el fragmento Mnl de forma más eficiente que el fragmento
195 (RARE).
A primera vista resulta sorprendente que ambos fragmentos, HX y 195, puedan
competir la unión de Mnl con factores nucleares de BMOE±Hcon alta eficiencia, sin que
compartan ninguna secuencia (ver fig. 42). Particularmente, HX es capaz de competir por
completo con el fragmento Mnl, pese a carecer de sitio RARE. De un modo similar, el
fragmento 195 es capaz de competir parcialmente con la unión del fragmento HX (fig. 41).
Este hecho podría indicar que ambos factores son capaces de interactuar con ambos
elementos, RARE y AP-2, al menos en este entorno. Hasta donde hemos visto, tal cosa no
ha sido descrita todavía en la literatura, aunque sí se conocen múltiples interacciones entre
otros factores de transcripción (API, OR, RARE).
Las células BMGE+H, que expresan las queratinas K5, K6, K14 y K16, son
originarias de epitelio de glándula mamaria bovina, y sido cultivadas en presencia de
hidrocortisona, insulina y prolactina. Las células BMGE-H, aisladas a partir de la misma
población pero sin ser tratadas con hormonas, no expresan estas queratinas, sino KB y K18
(Schmid y cols., 1983). Puesto que en el fragmento Mnl del enhancer de la 1<6* existe una
zona protegida por footprinting en la que se encuentran secuencias que tienen cierta
semejanza con las secuencias de reconocimiento de la familia de receptores de hormonas
esteroides, particularmente la del receptor de glucocorticoides (Beato, 1989), se podría
pensar que la hidrocortisona (hormona perteneciente al grupo de los glucocorticoides) podría
tener algún papel en la expresión de este gen. Sin embargo, la adición de hidrocortisona a
células BMGE+H crecidas en suero deslipidizado y transfectadas con el fragmento Mnl del
enhancer de la K6* no tuvo ningún efecto en la actividad de este enhancer, ni aún cuando
éste era cotransfectado con un plásmido que codificaba el receptor de glucocorticoides, lo
que sugiere que esta hormona tampoco está implicada en la regulación de la expresión de
esta queratina, al menos en lo que al enhancer se refiere.
4.2.2. El elemento AP-1
El fragmento 85 (situado entre las posiciones -270 y -353) es capaz de formar un
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complejo con extractos nucleares de células BMGE+H y PB y dar una intensa banda
retenida. Por experimentos defootprint se encuentra entre las posiciones -308 y -329 una
zona protegida que incluye una secuencia TGACTAA cercana al consenso TGACTCA para
el elemento AP- 1 (Angel y cols., 1987). Esta secuencia TGACTAA parece ser responsable
de la mayor parte de la actividad del enhancer de la BK6* en células BMGE+H, pues en
experimentos de CAT este fragmento 85 es capaz de activar la expresión del gen CAT un
85% del valor conseguido utilizando el eniwncer completo, un valor muy por encima del
de los demás fragmentos.
La existencia de elementos AP-l parece ser un hecho relativamente común en los
genes de las queratinas: en el gen de la HKI8 se ha definido una secuencia TGAGTCA,
sensible a la activación por c-fos y c-jun (Oshima y cols.,1990). Igualmente, en la queratina
bovina BKS existe un enhancer con un sitio de unión AP-1 canónico responsable de la
actividad de este enhancer (Casatorres y cols., en preparación), que es capaz de competir
eficientemente con el elemento AP-l del enhancer de la K6*. Así pues, la activación por
AP- 1 parece estar extendida entre los genes de las queratinas. Sin embargo, existen
diferencias entre las secuencias de estos tres sitios AP-1, lo que tal vez indique diferencias
en su actividad o en las proteínas que unen.
La secuencia TOACTAA encontrada en el enhancer del gen de la K6* es idéntica
a las dos encontradas en el promotor del papilomavirus humano HP18 (García-Carranca y
cols., 1988; Offord y Beard, 1990) e, invertida, en el enhancer constitutivo de este mismo
gen (Mack y Laimins, 1991). Las comparaciones con papilomavirus son de interés, pues
estos virus se expresan únicamente en las capas suprabasales de algunos epitelios
estratificados. Las similitudes con el caso de HPI8 van más allá: en este virus se ha
encontrado que la activación transcripcional se debe a la presencia de dos elementos: un sitio
AP-I y otro llamado KRF-í que confierea este virus especificidad epidérmica. La secuencia
de KRF-l no ha sido delimitada con precisión, pero se ha visto que solapa con un sitio de
reconocimiento para el factor de transcripción Oct-l, con el cual compite (Mack y Laimins,
1991). También en HPI8, Hoppe-Seyler y cols. (1991) han encontrado que existe un sitio
de unión para este factor Oct-1 y que la expresión de la proteína Oct-l es capaz de inhibir
el enhancer de este virus. Curiosamente, cerca del sitio AP-l del enhancer de la BK6*
(posiciones -291 a -298) existe una secuencia A’ITrACAT, muy cercana al consenso
A’ITI’GCAT para Oct-l. Estas secuencias se hallan a la misma distancia <16 pb) una de otra
en ambos enhancers, HP18 y BK6*, si bien en distinta orientación (para un mapa de la
región activadora de HPIS ver García-Carranca y cols., 1988), lo que sugiere fuertemente
que el factor transcripcional ubicuo Oct-l puede estar implicado en la represión del gen de
la 81<6*.
Experimentos previos han demostrado que el enhancer de la BK6* es funcional en
células AT5 y BMGE+H, pero no en células MDBK ni 3T3 (Blessing y cols., 1989).
Aunque a primera vista pueda parecer curioso que un enhancer dependiente de AP-1 no sea
funcional en estos tipos celulares, se han descrito casos similares. Al parecer, las diferentes
proteínas fos y jun miembros del complejo AP-l se expresan de forma diferente según el
tipo celular (Curran y Franza, 1988). Así, volviendo de nuevo al papilomavirus humano
HP18, se ha encontrado que un elemento AP-l del promotor de este virus (responsable de
la expresión específica en queratinocitos) es capaz de dar un footprinting con extractos
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nucleares de queratinocitos y células HeLa, pero no de diversas líneas de fibroblastos,
células en las que se sabe que otros genes sensibles a AP-t son activados (Offord y Beard,
1990).
El tratamiento con RA es capaz de reducir la capacidad activadora del enhancer
completo. Es de suponer que esta inhibición se haga a través del elemento AP-1, responsable
de la mayor parte de la actividad del enhancer. Este hecho no resulta sorprendente, puesto
que se sabe desde hace poco tiempo que el elemento AP- 1 es susceptible de ser inhibido por
otros factores de transcripción pertenecientes a la familia de los receptores de esteroides,
como el receptor de glucocorticoides, que es capaz de inhibir este elemento mediante
interacción directa con c-jun, sin necesidad de contacto con el DNA (Jonat y cols., 1990;
SchGle y cols., 1990; Yang-Yen y cols., 1990). Igualmente, Schiile y cols. (1991) han
hallado recientemente que el ácido retinoico también es capaz de reprimir la activación
transcripcional del elemento API por mediación de los receptores RARa, fi y ‘y, mientras
que los receptores RXR son incapaces de efectuar esta represión. La inhibición se efectúa,
al menos en el caso del RARa, por interacción directa con c-jun, como en el caso del
receptor de glucocorticoides.
La presencia de un sitio AP-1 funcional en el enhancer de este gen explica
satisfactoriamente la inducibilidad de esta queratina por TPA (Toftgard y cols., 1985),
puesto que este compuesto actúa por mediación de la estimulación por fos y jun sobre un
sitio API (Angel y cols., 1987).
4.2.3. El elemento .4P-2.
En el enhancer de la K6* se encuentra protegida porfootprint una zona comprendida
entre las posiciones -580 y -592 a partir del inicio de traducción, que incluye la mayor parte
de la secuencia OCCCCAOGC (-578 a -586). Esta secuencia es similar, pero no idéntica a
la secuencia consenso GCCCCAGGC para el factor de transcripción AP-2 (Williams y cols,
1988). Experimentos recientes defootprinflng, interferencia de metilación y mutagénesis han
permitido definir como nuevo consenso para AP-2 la secuencia GCCNNNCCG (Williams
y Tjian, 1991). Sin embargo, muchos de los sitios AP-2 identificados hasta ahora se desvían
de este consenso. Secuencias similares se han encontrado en varios genes de queratinas,
como se muestra en la tabla II. Todas las secuencias de la parte superior de esta tabla están
funcionalmente relacionadas con el factor de transcripción AP-2: las encontradas en los
genes XK8 lA, HKI4 y HK5 son capaces de unir este factor, y las halladas en HK1 y HK6b
son capaces de competir esta unión, si bien en el caso de HK6b no muy eficientemente
(Snape y cols., 1991; Leask y cols., 1991). En el caso de la queratina BK6* sólo la
secuencia comprendida entre -578 y -586 de las varias mostradas en la tabla II parece ser
capaz de unir algún factor, como se demuestra por experimentos de footprinting (figs. 30
y 31), aunque no se ha demostrado que esa proteína sea AP-2. La secuencia que se halla
entre -133 y -141, pese a ser prácticamente idéntica a la identificada en la HKl4, no parece
ser funcional, pues como se ha visto no es capaz de producir una banda retenida en
experimentos de retardo en gel ni está protegida en experimentos defootprinting. Lo mismo
parece suceder con la secuencia situada entre -482 y -492 (figs. 30 y 34).
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Gen Posición Secuencia Referencia
CONSENSO --- GCCCCAGGC Williams y cok., 1988
XK8IA1 -152 -162 CCCTGAGGC Snape y cols., 1991
HKI4 -222 -231 CCTGCAGGC L.eask y cols., 1991
HK5 -92 -100 CCCCCAGGC Lersch y cols., 1989
HKl -113 -122 GCTGCAGGC Johnson y cols., 1985
HK6b -255 -265 (*) GCTGGAGGC Tyner y cols., 1985
BK6* -578 -586 (dc)
-573 -581
-484 -492
-133 -141
‘ITCCCAGGC
AGOCCAGGC
ACCACAGGC
TCTGCAGGC
Este trabajo
Tabla JI. Secuencias relacionadas con AP-2 encontradas en genes de queratinas. La
posición se indica desde el punto de inicio de la transcripción, salvo en los genes marcados
con asterisco, desde el inicio de traducción. Los nucleóridos conservados se muestran en
negrita.
La secuencia AP-2 no parece estar ni estar implicada en la expresión específica en
epidermis, ni ser la única responsable de la actividad enhancer. En el gen de la HKI4, se
ha demostrado que un fragmento con el sitio AP-2 es insuficiente para dirigir la expresión
de un gen heterólogo en ensayos de CAT o de una versión modificada de la queratina 14 en
ratones transgénicos 6 células SCCI3, precisando la presencia de un elemento localizado
entre 1000 y 2000 nucleótidos en 5’ de esta secuencia para ser funcional (Leask y cols.,
1990). En el gen de la BK6*, el fragmento HX, que contiene el hipotético sitio AP-2 es
capaz de alcanzar el 30% de la actividad total del enhancer (fig. 40), lo cual constituye una
importante diferencia con respecto al correspondiente fragmento del gen de la HKl4, cuya
contribución al funcionamiento del promotor en ensayos de CAT es inferior al 2% (Leask
y cols., 1990). Sin embargo, la presencia de una zona situada entre las posiciones -600 y -
610 y que de manera irrepoducible aparece protegida en experimentos defootprinting no
permite asegurar con certeza que el elemento AP-2 sea el responsable de esa actividad. Tal
vez la presencia de este elemento sea necesaria para la correcta actividad de AP-2. Es claro
que hace falta más trabajo antes de encontrar la respuesta.
Con respecto a la capacidad activadora de AP-2 los datos publicados son
contradictorios. lmagawa y cols. (1987) han visto que cinco sitios AP-2 en tándem tienen
actividad enhancer en células HeLa, mientras que Kanno y cols. (1989) no pudieron
encontrar esa actividad, probablemente debido al diferente contexto de cada secuencia.
Williams y Tjian (1991) han encontrado que en estas mismas células tres sitios AP-2 en
tándem son capaces de tener actividad enhancer sólamente si son cotransfectados con un
plásmido de expresión del factor AP-2, indicando que o bien el nivel de la proteína AP-2
de células HeLa es demasiado bajo, o bien su expresión está reprimida.
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El factor de transcripción AP-2 es inducible por varios estímulos diferentes, entre los
que se cuentan TPA y cAMP (lmagawa y cok., 1987). Igualmente, la expresión de este
factor se induce a nivel transcripcional por tratamiento con ácido retinoico (Lúseher y cols.,
1989). Puesto que varios genes que se activan por ácido retinoico llevan una secuencia AP-
2, se ha propuesto que el factor de transcripción AP-2 está implicado en la activación génica
por tratamiento con ácido retinoico. Esto contrasta con los resultados que hemos obtenido,
en los cuales la adición de 1 ~M de ácido retinoico (y su receptor) inhibe la capacidad del
fTagmento MX para activar la transcripción del gen CAT en más de un 50%. Hasta donde
llega nuestro conocimiento, no hay noticia de que el ácido retinoico sea capaz de interactuar
negativamente con el elemento AP-2, al igual que hace con el AP-1 (ver anteriormente).
4.2.4. Lo “caja epidénn ¿ca q
Blessing y cols. (1987) identificaron una secuencia consenso AARCCAAA que, con
algunas desviaciones, se puede encontrar en la cercanía de la TATA-box en los promotores
de los genes de las queratinas HKl (Johnson y cols, 1985), HK6 (Tyner y cols., 1985),
HKl4 (Marchuk y cols., 1984), MK59 (Krieg y cols., 1985), BKIa y Ib, BK6* (Blessing
y cols., 1987), BKIOb (Rieger y cols., 1985), todas ellas expresadas en epidermis, mientras
que en otras queratinas de epitelios simples no se halla presente. Esta secuencia se puede
encontrar también, si bien algo más alejada de la TATA-box, en el promotor de la
involucrina (Eckert y Green, 1986), otra proteína expresada específicamente en epidermis,
y en el promotor del papilomavirus humano HP 16 (Cripe y cols.,1987). Todos estos datos
sugieren que esta secuencia puede estar implicada en la regulación de la transcripción de
genes expresados en epidermis. Sin embargo esta caja epidérmica se hallaba fuera de la zona
definida como enirnncer en el gen de la queratina K6*, indicando que no era necesaria para
la expresión del gen en las células de origen epitelial BMGE+H ni en las derivadas de
epidermis AT-5 (Blessing y cols., 1989).
El análisis por retardo en gel yfoo¡prinñng del promotor del gen de la 1<6* mostró
que el fragmento 95, que incluía esta secuencia, era capaz de unir proteínas de extractos
nucleares de la línea BMGE+H, si bien con menor intensidad que los demás fragmentos.
Similarmente, en los ensayos defootprinting se apreciaba una zona ligeramente protegida
que coincidía con la posición de la “caja epidérmica” y un sitio AP-1 contiguo. Del mismo
modo, con extractos nucleares de la línea epidérmica PB también se obtuvo una banda
retenida y la consiguiente zona protegida, en ambos casos con mayor definición que con
extractos de células BMGE+H (a pesar de que las demás zonas de unión a proteínas en el
enhancer estaban menos intensamente protegidas), sugiriendo que tal vez esta proteína sea
especialmente abundante en células de origen epidérmico.
La zona protegida incluía las 6 primeras bases de las 8 con las que cuenta el
consenso de la “caja epidérmica” y además las 11 bases inmediatamente anteriores a este
consenso. Curiosamente, en estas 11 bases se encuentra un sitio consenso para AP- 1,
idéntico al que se encuentra en la zona delimitada como enhancer. También resulta curioso
observar que esta secuencia AP-1 del promotor de la BK6* se halla conservada tanto en el
promotor de la BK6c como en el gen humano correspondiente (HK6b, Tyner y Fuchs 1985),
mientras que está ausente en el resto de los promotores de los otros genes de queratinas en
los que existe epidermal box (BKIa y Ib, MKS9, etc.). Al igual que en el caso de la
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secuencia AP- 1 del fragmento 85, este hecho podría estar implicado en la observada
inducibilidad de la queratina K6 en respuesta a TPA. A este respecto, es interesante destacar
que el gen de la BK5, que contiene un sitio AP-l, no es estimulado por el tratamiento con
TPA (Casatorres y cols., en preparación)
4.2.5. Regulación de la queratina RK6*.
La queratina BK6* tiene una expresión compleja: constitutiva en ciertos tejidos e
inducible en otros. Es de esperar que la regulación de su expresión sea también compleja.
El enhancer analizado ha resultado, por tanto, complejo. En este estudio se han identificado
varios factores presumiblemente implicados en la regulación: un elemento AP-l (situado
entre -308 y -329), un elemento de respuesta a ácido retinoico (entre -523 y -548) y un
elemento AP-2 (entre -580 y -592). Estos elementos interaccionan entre si, como demuestran
los ensayos de CAT. Los datos obtenidos explican potencialmente la respuesta de esta
queratina al ácido retinoico y la inducibilidad por ‘TIPA y procesos inflamatorios.
Sorprendentemente, sólo se han encontrado elementos no específicos en este enhancer
especifico (La caja epidérmica, posible elemento específico, se halla fuera de la zona
definida como enhancer). Tal vez se pueda atribuir esto a problemas metodológicos
(incapacidad de detectar otras proteínas que se unan al DNA), o puede ser que en esta
región sólo existan estos elementos, y sea la combinación de factores generales la que resulte
en especificidad, quizás con el auxilio de otras proteínas específicas que no se unan
directamente al DNA. Otra posibilidad sería que los factores que se unen a estos elementos
no fuesen los comunes, sino otras formas especificas de estos tipos celulares que fuesen
capaces de conferir actividad a este enhancer. Estas tres posibilidades no se excluyen
mutuamente.
1 C O NCL1kJ~JIONE?
98
1.- A partir de una genoteca bovina se han aislado cuatro clones genómicos
solapantes entre si que codifican el gen de una queratina con homología con las queratinas
BK6 y BK6*. El análisis parcial de la secuencia de esta nueva queratina ha revelado que
pertenece a la misma familia que las queratinas BK6 y BK6*, y por consiguiente ha recibido
el nombre de BK6c.
2.- La queratina BK6c tiene un promedio de un 97% de identidad con las otras dos
(8K6 y BK6*) en las zonas hipervariables N- y C- terminales, y una homología del 80% en
la zona 3’ no traducida y del 90% en el primer intrón del gen.
3.- El gen de la l3K6c se transcribe abundantemente en tejidos y líneas celulares
descritos como positivos para K6 (lengua, hocico, células BMGE±H),pero no en aquellos
donde no esta descrita expresión de K6 (epitelio de glándula mamaria, células BMGE-H).
El gen de la 8K6, sin embargo, no se transcribe en células BMGE+H.
4.- Se han realizado diversas construcciones acoplando diferentes extensiones de
secuencia 5’ no codificante del gen de la queratina l3K6c a un vector conteniendo el gen
CAT, con objeto de localizar los elementos responsables de su expresión. Se ha encontrado
que la expresión máxima se da con un fragmento que contiene las primeras 1100 pb desde
el inicio de traducción, disminuyendo la expresión para tamaños mayores, lo que sugiere la
existencia de elementos silenciadores. Igualmente, parecen existir varios elementos
responsables de la expresión del gen, pues deleciones graduales llevan a disminuciones
parciales de la actividad promotora. Esta estructura difiere de la del gen 11K6*.
5.- En el enhancer del gen de la BK6* se han identificado, por experimentos de
retardo en gel y fooi’prinring, tres secuencias capaces de unir protefnas nucleares de células
epiteliales que expresan esta queratina. Una de estas secuencias es un sitio AP-l, otra tiene
alta homología con vn sitio AP-2 y la tercera parece ser un elemento de respuesta a ácido
retinoico.
6.- Estos tres elementos parecen contribuir de forma diferente a la actividad del
enhancer en ensayos de CAT. El sitio AP-l parece ser preponderante en este enhancer.
7.- Tras la adición de ácido retinoico 1 yM, la actividad del fragmento Mnl
(conteniendo sitios de respuesta a ácido retinoico y AP-2) se estimula tres veces, mientras
que la actividad del sitio AP-2 (fragmento HX) y del enhancer completo se reduce a la
mitad, lo que demuestra que este elemento es funcional y sugiere que el ácido retinoico
puede interactuar negativamente con otros elementos de respuesta a factores de transcripción,
como AP-l y AP-2.
8.- La relación entre los sitios de respuesta a ácido retinoico y AP-2 es muy estrecha,
puesto que, además de lo expuesto en el punto 7 de las conclusiones, los dos sitios son
capaces de competirse mutuamente en ensayos de retardo en gel, incluso estando situados
en fragmentos que no comparten ninguna secuencia, sugiriendo de nuevo una posible
interacción entre ambos sitios.
9.- Fuera del enhancer existe una secuencia que tiene homología con la llamada “caja
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epidérmica”, hallada en genes expresados en epidermis. Esta secuencia produce unfootprint
tanto en células BMGE+H como en las células epidérmicas PB, lo que constituye la primera
pmeba de la posible funcionalidad de este elemento.
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